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第 1 章 序論 




























Clostridium クラスター I、IV、IX、XI、XIVa、XV および XVI、Fusobacteriaceae 科な
どの極めて幅広い範囲に分布していることが示されている[22]。なかでも特に、クラスター 
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健常成人男性 5 名（A-1～A-5: 年齢 27～41 歳、平均 34.4±5.0 歳）から糞便を採取し、
アネロパックケンキ（三菱ガス化学）により嫌気状態を維持したまま、試験実施まで保冷
剤にて冷蔵で保持した。嫌気チャンバ （ーCoy Laboratory Products）内に糞便を搬入し、
手で十分に均質化した後、糞便約 5 g を測り取り、予め嫌気置換しておいた PBS を糞便
重量の 4 倍量を添加した。滅菌ガラスビーズ（2 mm 径、トミー精工）2 g を加えて手で
激しく振盪した。懸濁液を滅菌ガーゼでろ過して残渣を除去し、ろ液 10 ml を回収して糞
便 5 倍希釈液を作製した。嫌気置換済みの 1 M DL-乳酸ナトリウム溶液（pH 6.0）を 500 
l 添加し（最終乳酸濃度 約 48 mM）、37℃で嫌気的にインキュベートした。気相中の嫌
気ガスの組成は、N2 80%、CO2 15%、H2 5%に維持した。培養液を経時的に 450 l サン
プリングし、10% 過塩素酸溶液を 50 l 加えて混合した後、4℃で一晩静置した。4℃のも
と 15,000 rpm で 5 分間遠心し、上清を 0.45 m のフィルターでろ過して有機酸分析に供
した。 
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いた。サンプルおよび 10% 過塩素酸溶液を 9:1 の割合で混合した後、4℃で一晩静置し
た。4℃のもと 15,000 rpm で 5 分間遠心し、上清を 0.45 m のフィルターでろ過して有
機酸分析に供した。分離カラムには有機酸分析用カラム RSpak KC-811 ×2（昭和電工）
を用い、カラム温度を 42℃に設定した。注入試料量は 10 l とし、分析時間 35 min とし
た。溶離液は 15 mM 過塩素酸-7 % アセトニトリル溶液（流速 1.0 ml/min）を用い、カラ
ム溶出後に pH 調整剤である 15 mM 過塩素酸-60 mM トリスヒドロキシメチルアミノメ





健常成人男性 10 名（HD-1～HD-10: 年齢 26～44 歳、平均 35.6±5.8 歳）から糞便を
採取し、アネロパックケンキにより嫌気状態を維持したまま、試験実施まで保冷剤にて冷
蔵で保持した。嫌気チャンバー内に糞便を搬入し、手で十分に均質化した後、糞便 3 gを
遠心管に測り取り、予め嫌気置換しておいた PBS 溶液 27 ml を加えた。滅菌ガラスビー
ズ（2 mm 径,トミー精工）2 g を加えて手で激しく振盪し、糞便懸濁液を作製した。懸濁
液を滅菌ガーゼでろ過し、糞便 10 倍希釈液を作製した。糞便 10 倍希釈液を嫌気希釈液に
て 108 倍まで 10 倍ずつ段階希釈した。嫌気希釈液の組成は、1 L あたり Trypticase soy 
broth without dextrose（Becton Dickinson）16 g、炭酸ナトリウム 0.8 g、L-システイン
1 水和物 0.5 g、Bacto agar（Becton Dickinson） 0.5 g とした。糞便の 103 から 108倍
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希釈液の 0.1 ml を分離用平板培地に播種し、37℃で 72 時間嫌気培養した。分離用平板培
地の組成は、1 L あたり Trypticase peptone（Becton Dickinson） 2.0 g、酵母エキス 0.5 
g、L-システイン 1 水和物 0.5 g、炭酸ナトリウム 0.6 g、Bacto agar（Becton Dickinson）
16 g、0.05% ヘミン溶液 20 ml、0.1% レサズリン溶液 1.0 ml、92% DL-乳酸 3.25 ml（最
終濃度 40 mM）、リン酸二水素カリウム 0.11 g、リン酸水素二カリウム 0.11 g、塩化ナト
リウム 0.23 g、硫酸アンモニウム 11 g、塩化カルシウム 11 mg、硫酸マグネシウム 7 水和
物 24 mg とし、pH 6.8 に調整して使用した。培養後、288 コロニーを拾い、分離用培地
と同じ組成の液体培地に接種して 37℃で 24 時間嫌気培養した。培地中の有機酸濃度は
2.2.1 に示した方法に従い、イオン排除 HPLC により測定した。液体培養したコロニーの
うち、5 mM 以上の乳酸消費量および 5 mM 以上の酪酸産生量を示したコロニーを選抜
し、分離用平板培地にて繰り返し画線培養することで菌株を純粋分離した。分離培養操作
は全て嫌気チャンバー内で行い、気相の嫌気ガス組成は、N2 80%、CO2 15%、H2 5%に維
持した。 
分離株を 1.0%グルコース添加 変法 GAM 液体培地（日水製薬）により 37℃で 24 時間
嫌気培養した後、培養液 0.04 ml を 40 mM の DL-乳酸および 33 mMの酢酸ナトリウムを
加えたペプトン-酵母エキス（PYLA）培地もしくは酢酸ナトリウムのみ加えた培地（PYA）
4 ml に接種した。酸素を除去した炭酸ガスを気相とし、37℃で 24 時間嫌気培養した。ペ
プトン-酵母エキス（PY）培地の組成は、1 L あたり Bacto Peptone（Becton Dickinson）
5.0 g、Trypticase peptone（Becton Dickinson）5.0 g、酵母エキス 10.0 g、L-システイン
1 水和物 0.5 g、炭酸ナトリウム 0.4 g、0.05% ヘミン溶液 10 ml、0.1% レサズリン溶液
1.0 ml、リン酸水素二カリウム 0.4 g、リン酸二水素カリウム 0.04 g、炭酸水素ナトリウム 
0.08 g、塩化ナトリウム 0.04 g、塩化カルシウム 8 mg、硫酸マグネシウム 7 水和物 1.9 
mg、ビタミン K1 1.0 mgとし、pH 6.8 に調整して使用した。培養液中の有機酸濃度は 2.2.1
に記載した方法に従い、イオン排除 HPLC により測定した。PYLA および PYA 液体培地





・菌体からの DNA の抽出 
分離株を 1.0%グルコース添加 変法 GAM 液体培地により 37℃で 24 時間培養した。培
養菌体からの DNA 抽出は、Zhu ら[36]の方法に従って実施した。培養後の菌体を 250 l
の 100 mM Tris-HCl/40 mM EDTA 溶液（pH 9.0）に懸濁した。そこに 0.7 g の滅菌ガラ
スビーズ（直径 0.1 mm、トミー精工）と 400l のベンジルクロライドを添加し、Fast 
Prep FP120（MP Biomedicals）によりレベル 6.5 で 30 秒間振とうして菌体を破砕した。
10% SDS 溶液を 50 l 加え、50℃で 20 分間激しく振とうした。3 M の酢酸ナトリウムを
150 l 添加し、氷中に 15 分間静置した。4℃のもと 15,000 rpm で 10 分間遠心した後、
上清を回収し、等量のイソプロパノールを加えた。4℃のもと 15,000 rpm で 10 分間遠心
し、上清を除去した後、沈殿を 70%エタノールで洗浄した。減圧乾燥した後、沈殿を 30 
l の TE バッファーに溶解した。 
 
・Random amplified polymorphic DNA（RAPD）法を用いた分離株の菌株識別 
分離株から抽出した DNA を鋳型とし、既報[37]に従って A：5’-CCGCAGCCAA-3’、B：
5’-AACGCGCAAC-3’ および C：5’-GCGGAAATAG-3’ の 3 種類をランダムプライマーと




・16S rRNA 遺伝子の配列の決定と系統解析  
分離株の菌体から抽出した DNA を鋳型とし、細菌の 16S rRNA 遺伝子の共通配列を標
- 9 - 
 
的 と し た 8F ： 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ 、 15R ： 5’-
AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’の 2 種類のプライマーを用いて、既報[38]に従い分離
株の 16S rRNA 遺伝子の全長を PCR により増幅した。PCR は Gene Taq FP（ニッポン
ジーン）を用いて行った。増幅した DNA の塩基配列は Big Dye Terminator Ver. 3.1 Cycle 
Sequencing Kit（ThermoFisher Scientific）および ABI PRISM 3100（Applied Biosystems）




離株より得られた 16S rRNA 遺伝子の配列は、DNA Data Bank of Japan（DDBJ）の
BLAST プログラムに供し、近縁種のデータベース検索を行った。分離株ならびにこれら
の近縁種を中心とする各種腸内細菌の 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を GenBank、EMBL
および DDBJ から取得した。各配列を Clustal X（ver. 2.0.12）[40]によりアライメント





ヒト消化管から分離される菌およびその近縁種である 20 菌属 65 菌種 65 株を試験に用
いた（Table 2-3）。各菌株は、1.0%グルコースを添加した変法 GAM 液体培地（日水製薬）
もしくは PY 培地により 37℃で 24 時間嫌気培養した後、培養液 0.04 ml を PYLA 培地 4 
ml に接種し、酸素を除去した炭酸ガスを気相として 37℃で 24 時間嫌気培養した。培養
前後の培養液をサンプリングし、培養液中の有機酸濃度を上記 2.2.1 に記載した方法に従
ってイオン排除 HPLC により測定した。 




・（有機酸産生量）=（培養 24 時間後の有機酸量）－（培養開始時の有機酸量） 
・（DL-乳酸消費量）=（培養開始時の DL-乳酸量）－（培養 24 時間後の DL-乳酸量） 





乳酸を酪酸に変換する活性を示した菌種とその近縁種の 16S rRNA 遺伝子の塩基配列
を Clustal X（ver. 2.0.12）[40]によりアライメントして比較し、標的菌種に特異的な配列





・糞便および菌体からの DNA の抽出 
健常成人男性 25 名（HA-1～HA-25: 年齢 26～44 歳、平均 35.0±5.6 歳）から糞便を
採取し、PBS で 10 倍希釈した。糞便および純培養菌体からの DNA の抽出にはビーズフ
ェノール法[23]を用いた。糞便 10 倍希釈液あるいは純粋培養菌体（1010 cells/ml）200 l
に 0.3 g のガラスビーズ（直径 0.1 mm、トミー精工）と 300 l の Tris-SDS 溶液（250 ml
の 200 mM Tris-HCl 80 mM EDTA pH 9.0 と 50 ml の 10% SDSを混合した溶液）およ
び 500 l の TE 飽和フェノール（ニッポンジーン）を加えて FastPrep FP120 によりパワ
ーレベル 5.0 で 30 秒間激しく振とうした。溶液を 15,000 rpm で 5 分間遠心した後、400 
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l の上清にフェノール/クロロホルム/イソアミルアルコール（25：24：1）溶液 400 l を
加え、FastPrep FP120 によりパワーレベル 4.0 で 45 秒間振とうした。溶液を 15,000 rpm
で 5 分間遠心した後、上清 250 l に 25 l の 3 M 酢酸ナトリウム（pH 5.4）および 250 
l のイソプロパノールを加えて混合した。15,000 rpm で 5 分間遠心して上清を除き、500 
l の 70%エタノールを加えて再度 15,000 rpm で 5 分間遠心した。上清を除いてペレット
を乾燥させ、1.0 ml の TE バッファーに溶解した。 
 
・設計したプライマーの特異性の確認 
設計した各種プライマーの特異性は、ABI PRISM 7900HT（Applied Biosystems）を
用いて PCR による増幅産物の生成により確認した。0.5 M の各プライマーを含む SYBR 
Premix Ex Taq（Takara Bio）に各種菌体から抽出した鋳型 DNA 溶液を加え、総量を 10 
l として既報[23]に従い PCR 反応を行った。まず鋳型 DNA の二本鎖を解離させるため
94℃で 5 分間加熱した後、94℃で 20 秒間、55℃で 20 秒間、72℃で 50 秒間の反応を 1 サ
イクルとして、これを 40 サイクル繰り返し、72℃で 3 分間反応させた。さらに、これに
引き続き Tm値解析[44]のため、60℃で 2 分間反応させた後、0.2℃/秒の温度勾配で 95℃




糞便中の酪酸産生菌は、糞便から抽出した DNA を鋳型とし、Matsuki らの方法[23]に
従い菌種特異的プライマーを用いた定量的 PCR 法により定量した。検量線の作製には各
菌種の基準株から抽出した DNA を用いた。各菌株の菌体を 4’,6-diamidino-2-
phenylindole（DAPI）（Vector Laboratories）により染色し[45]、蛍光顕微鏡を用いてそ
の菌数を決定した。この菌液から抽出した DNA を 10 倍段階希釈して PCR を行い、一定
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の蛍光値に達する PCR サイクル数（Ct 値）と菌数の対数値を基に検量線を作成した。同
時に、糞便から抽出した DNA を 10 倍ずつ 3 段階希釈して反応させ、菌数の対数値との





健常な日本人男性 5 名（A-1～A-5）から採取した糞便の懸濁液に DL-乳酸溶液 (pH 6.0) 
を添加し、乳酸濃度および酪酸濃度の経時的変化を測定した。その結果、添加した乳酸は、
全ての糞便で添加後 4 時間から 8 時間の間で完全に消失し、酪酸濃度は時間とともに上昇
した (Fig. 2-1)。培養終了時における酪酸の到達濃度は 5～23 mMであり、その値には個





健常人 10 名（HD-1～HD-10）から採取した糞便の 104～108倍希釈液を、DL-乳酸を唯
一の炭素源とする平板培地に播種し、生育した 288 コロニーを分離した。そのうち、36 コ
ロニーが 5 mM 以上の乳酸を消費し、5 mM 以上の酪酸を産生した。これらのコロニーは
分離用寒天培地上に繰り返し画線することにより純化培養した。続いて、RAPD 法による
電気泳動パターンをもとに分離株の識別を行い、最終的に 7 菌株（No.1～7）を取得した。
糞便提供者 HD-1、HD-2 および HD-3 からそれぞれ分離株 No.1、No.2 および No.3 を、糞
便提供者HD-4から分離株No.4およびNo.5を、提供者HD-5から分離株No.6およびNo.7
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ァイルを調べた（Table 2-1）。被験者 3 名（HD-1～HD-3）から分離された分離株 No.1～3
は、乳酸および酢酸を消費し、酪酸、プロピオン酸、ギ酸、イソ酪酸、イソ吉草酸および吉
草酸を産生した。これらの 3 菌株は、PYA 液体培地中でも酪酸の産生活性を示したが、乳
酸の添加は明らかに酪酸、プロピオン酸、ギ酸および吉草酸の産生を促進した。被験者 HD-
4 から分離された No.4 および No.5 は、乳酸を消費して酪酸および酢酸を産生した。被験
者 HD-5 から分離された分離株 No.6 および No.7 は、乳酸および酢酸を消費し、主に酪酸
を産生した。また、全ての菌株で乳酸添加に依存した OD650nmの増加を認めた。 
分離株の 16S rRNA 遺伝子の配列を基に系統解析を行った結果、分離株 No.1～3 は
Clostridium クラスターIX 中の Megasphaera elsdenii ATCC 25940Tと同じサブクラスタ
ーに、No.4 および No.5 はクラスターXV 中の Eubacterium limosum ATCC 8486Tと同じ
サブクラスターに入った（Fig. 2-3）。また、No.6 および No.7 はクラスターXIVa 中の
Anaerostipes caccae DSM 14662Tと同じサブクラスターに属した。さらに、いずれの分離
株も BLAST 検索でヒットした最も近縁な菌種の配列と 98%以上の相同性を示した（Table 
2-2）。以上の結果から、分離株 No.1～3 は M. elsdenii と、No.4 および No.5 は E. limosum
と、No.6 および No.7 は A. caccae と同定した。 
 
2.3.3 既知菌種の菌株ライブラリーからのスクリーニング 
ヒトの消化管から分離される細菌およびその近縁種である 20 属 65 菌種 65 菌株（Table 
2-3）を対象に、乳酸を酪酸に変換する菌をスクリーニングした。同時に、乳酸からプロピ
オン酸を産生する菌についても調べた。その結果、#2 Anaerostipes caccae YIT 10168T 
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(=DSM 14462T)、#20 Clostridium butyricum YIT 10073T (JCM 1391T)、#36 Coprococcus 
catus YIT 11484T (=ATCC 27761T)、#38 Eubacterium aggregans YIT 11486T (=DSM 
12183T)、#39 E. barkeri YIT 11485T (=JCM 1398T)、#44 E. hallii YIT 10064T (=DSM 
3353T)、#45 E. limosum YIT 6067T (=JCM 6421T) および#51 Megasphaera elsdenii YIT 
6063T (=JCM 1772T) の 5 属 8 菌種が 10 mM 以上の乳酸を消費し、5 mM 以上の酪酸を産
生した（Fig. 2-5）。 
一方、#36 Co. catus YIT 11484T (=ATCC 27761T)、#51 M. elsdenii YIT 6063T (=JCM 
1772T)、#61 Selenomonas ruminantium subsp. lactylitica YIT 10173T (=DSM 2872T)、
#62 Veillonella atypica YIT 6081T (=ATCC 17744T)、#63 V. dispar YIT 6080T (=ATCC 
17748T)、#64 V. parvula YIT 6072T (=GIFU 7884T)および#65 V. ratti YIT 10065T (=DSM 
20736T) が 10 mM 以上の乳酸を消費し、5 mM以上のプロピオン酸を産生した（Fig. 2-6）。 
 
2.3.4 乳酸を酪酸に変換する菌のヒトにおける分布 
乳酸を酪酸に変換する活性を示した A. caccae、Cl. butyricum、Co. catus、E. aggregans、
E. barkeri、E. hallii、E. limosum および M. elsdenii の 5 属 8 菌種について、16S rRNA
遺伝子配列を基に菌種特異的プライマーを作製した（Table 2-4）。設計したプライマーの特
異性を PCR により調べた結果、それぞれのプライマーペアは標的菌種の DNA を鋳型にし
たときのみ目的とする増幅産物を与えた（Table 2-5）。 
作製した菌種特異的プライマーを用い、健常成人 25 名（HA-1～HA-25）の糞便から抽出
した DNA を鋳型に、乳酸を酪酸に変換する菌の菌数を定量的 PCR により測定した。その
結果、A. caccae は 60%の便提供者から糞便 1 g あたり平均 107.2個で検出された（Table 2-
6）。E. hallii は検出率が 64%と調べた菌種のうちで最も高く、平均菌数も 108.7個/g 糞便と
高かった。E. limosum は 25 名中約半数の提供者で平均 106.6個/g 糞便で検出された。M. 
elsdenii および Co. catus は、検出率がそれぞれ 12%および 16%と低かったが、平均菌数は
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それぞれ 108.1および 108.3/g 糞便であり、E. hallii に次いで高かった。一方、E. aggregans、













示す菌を 7 株分離することができた（Fig. 2-2）。活性評価にもラセミ体の乳酸を用いたが、
いずれの分離株も初発量の 70%以上の乳酸利用率を示した（Table 2-1）。この結果は、いず
れの分離株も D-乳酸および L-乳酸の両方を酪酸産生の基質として利用できる能力を持つこ
とを示している。ヒト糞便由来の A. caccae ならびに E. hallii に近縁な菌株が、乳酸を酪酸
に変換する能力を持つことが報告されている[34]。また、E. limosum [46] および M. 
elsdenii [47]も乳酸を酪酸へと代謝することが報告されており、我々の結果は既報の結果と
一致した。 
M. elsdenii と同定された分離株 No.1～3 および A. caccae と同定された No.6 および
No.7 は、乳酸だけでなく、酢酸も消費する活性を示した（Table 2-1）。Louis ら[26]はヒト
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腸内から見出される酪酸産生菌の多くが、酪酸産生の際に酢酸を基質として消費すること
を報告している。これらの菌は、酪酸産生の最終ステップを触媒する Butyryl coenzyme A 
(CoA):acetate CoA transferase を保有しており、本酵素の働きにより外部環境から取り込
んだ酢酸に CoA を転移することで、最終的に ATP を獲得する（Fig. 2-4）。我々が分離した
菌株も酢酸を消費したことから、本酵素を保有していると考えられた（Fig. 2-4）。 
既知菌種のライブラリーを対象としたスクリーニングで活性を示した菌種には、糞便か








Hold ら[49]は、菌体内の 16S rRNA 分子を標的とする蛍光標識オリゴヌクレオチドプロ
ーブを用いた fluorescent in situ hybridization（FISH 法）により、糞便中における各種酪
酸産生菌の定量を行い、10 名中 9 名で E. hallii が糞便乾燥重量 1 g あたり 108.3～1010.4個
で存在すること、一方で A. caccae は検出されないことを示した。また、Kurakawa らは、
菌体内の rRNA 分子を標的とした定量的 RT-PCR（reverse transcription-qPCR）法によ
り、日本人の糞便中における E. hallii および A. caccae の菌数を定量している[50]。その結
果、本研究の対象者（平均 35 歳, n=25）と比較的近い年齢層（平均 39 歳, n=32）の集団で
は、E. hallii が検出率 88%かつ平均菌数 108.1 個/g 糞便、A. caccae が検出率 59%かつ平均
菌数 106.8 個/g 糞便であり、本研究での値（Table 2-6）とほぼ同等であった。 
上記の Hold ら[49]に加え、Schwiertz ら[51]も FISH 法により糞便中の E. limosum の
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定量を試みているが、やはりいずれの対象者からも検出されていない。一方、本研究では、
E. limosum は 52%のヒトから 106.6個/g 糞便で検出された。E. limosum の検出率と既報
[49,50] のそれとの違いには、用いた定量法の検出感度が影響していると考えられる。すな
わち、FISH 法による検出下限値は糞便乾燥重量 1 g あたり 107個程度であるのに対し、本
研究で使用した定量的 PCR 法は定量下限値が糞便湿重量 1 g あたり 106.0個と FISH 法と
比べて 10 倍以上高感度である。また、既報のデータは欧州での試験結果であることから、
人種による腸内細菌叢の構成にも相違がある可能性も考えられた。以上の結果より、本研究
で用いた定量的 PCR 法により、E. limosum のヒトにおける分布を初めて明らかにするこ
とができた。 
Co. catus については、次世代シーケンサーを用いた網羅的解析により、糞便中での存在
比率が報告されている [52]。また、M. elsdenii は家畜からは比較的高頻度で分離されてい
るが[53-55]、ヒトからの分離例は少なく[56]、その菌数についても明らかではなかった。本
研究により、Co. catus および M. elsdenii は約 1～2 割のヒトで検出され、検出率は A. 
caccae や E. limosum と比べて低いものの、平均菌数は糞便 1 g あたり 108個程度と比較的
高いことが明らかとなった（Table 2-6）。Co. catus および M. elsdenii は、乳酸からプロピ
オン酸を産生する能力も持つこと（Fig. 2-5）から、腸内では乳酸からの酪酸の産生だけで
なく、プロピオン酸の産生にも関与していると推測された。 
以上の結果から、培養可能な腸内細菌群の中で、A. caccae、Co. catus、E. hallii、E. 












Fig. 2-1. Changes in lactate and butyrate concentration in fecal slurries from five healthy 
donors (A1-A5) supplemented with DL-lactate.  





































































































Table 2-1. Fermentation products of human fecal isolates in test medium 
 
1 Values are mean ± SD, n = 3. Experimental values are calculated by subtracting the values of the 0 h culture from those of the 24 h culture.  
2 PY, peptone yeast extract broth; PYLA, PY broth supplemented with 40 mM DL-lactate and 33 mM sodium acetate; PYA, PY broth 
supplemented with 33 mM sodium acetate. 
3 ND, not detected.
Lactate Acetate Butyrate Propionate Formate iso -Butyrate iso -Valerate Valerate
1 HD-1 PYLA 0.829 -36.4 ± 0.7 -16.4 ± 2.1 18.7 ± 1.3   8.1 ± 0.5   9.8 ± 0.9 4.0 ± 0.5 7.8 ± 0.6 7.2 ± 0.6
PYA 0.445   -1.1 ± 0.1 -20.4 ± 0.5 10.1 ± 0.3   1.3 ± 0.3   3.4 ± 0.3 2.6 ± 0.2 5.8 ± 0.1 0.6 ± 0.2
2 HD-2 PYLA 1.263 -37.4 ± 0.1   -5.1 ± 0.9 15.2 ± 0.3 15.1 ± 0.2 12.9 ± 0.1 4.3 ± 0.0 8.6 ± 0.2 5.4 ± 0.6
PYA 0.160   -1.2 ± 0.1   -8.9 ± 0.6   6.7 ± 0.4   0.6 ± 0.3   3.5 ± 0.3 1.4 ± 0.4 5.2 ± 0.3 ND
3
3 HD-3 PYLA 0.798 -28.6 ± 0.9 -16.1 ± 1.4 20.0 ± 0.9   1.5 ± 0.2 15.0 ± 2.1 1.0 ± 0.2 4.0 ± 0.5 1.2 ± 0.0
PYA 0.356   -1.4 ± 0.0 -20.2 ± 3.8 12.6 ± 1.3   1.3 ± 0.6   5.8 ± 0.4 3.6 ± 0.6 8.2 ± 0.3 ND
4 HD-4 PYLA 0.707 -35.3 ± 3.4 24.8 ± 2.6 15.4 ± 0.5 ND ND ND ND ND
PYA 0.236   -1.2 ± 0.0   4.9 ± 0.5   0.8 ± 0.0 ND ND 0.7 ± 0.1 0.6 ± 0.0 ND
5 HD-4 PYLA 1.143 -40.2 ± 0.7 28.0 ± 4.9 18.5 ± 0.3 ND ND 2.6 ± 0.2 1.9 ± 0.3 ND
PYA 0.384   -1.2 ± 0.0   6.6 ± 0.6   0.9 ± 0.1   0.5 ± 0.1 ND 3.7 ± 0.1 3.3 ± 0.2 ND
6 HD-5 PYLA 0.506 -24.9 ± 0.4 -22.9 ± 0.4 27.0 ± 1.0 ND  0.3 ± 0.0 ND ND ND
PYA 0.193   -0.8 ± 0.3   -3.8 ± 1.5   4.3 ± 0.3 ND  0.1 ± 0.0 ND ND ND
7 HD-5 PYLA 0.832 -33.8 ± 2.7 -27.6 ± 2.1 31.5 ± 2.1  0.3 ± 0.2  0.2 ± 0.0 ND ND ND













Fig. 2-3. Phylogenetic tree showing the relationship between seven fecal isolates (red and bold) and their 
related bacterial species.  
The tree was constructed by using the neighbor-joining method based on 16S rRNA gene sequences. 
Bootstrap values (1,000 replicates) above 50% are shown at branching nodes. Scale bar indicates 2% 
sequence divergence. 
 
Veillonella dispar DSM 20735T (X84006)
Veillonella parvula DSM 2008T (X84005)
Veillonella atypica DSM 20739T (X84007)
Veillonella ratti ATCC 17746T (AF186071)






























Clostridium aminovalericum DSM 1283T (X73436)
Eubacterium ventriosum ATCC 27560T (L34421)
Ruminococcus torques ATCC 27756T (D14137)
Clostridium oroticum ATCC 13619T (M59109)
Eubacterium limosum ATCC 8486T (M59120)  
Eubacterium contortum ATCC 125540T (L34615)
Ruminococcus obeum ATCC 29174T (X85101)  
Blautia coccoides ATCC 29236T (M59090)  
Blautia producta ATCC 27340T (X94966)  
Ruminococcus gnavus ATCC 29149T (D14136)  
Clostridium indolis DSM 755T (Y18184)  
Clostridium clostridioforme ATCC 25537T (M59089)  
Roseburia inulinivorans DSM 16841T (AJ270473)
Eubacterium rectale ATCC 33656T (L34627)
Roseburia intestinalis DSM 14610T (AJ312385)
Clostridium polysaccharolyticum DSM 1801T (X77839)
Anaerostipes sp. IE4 (AY960568)  
Anaerostipes hadrus DSM 3319T (FR749934)
Anaerostipes caccae DSM 14662T (AJ270487)  
Eubacterium hallii ATCC 27751T (L34621)
Eubacterium eligens ATCC 27750T (L34420)  
Faecalibacterium prausnitzii ATCC 27768T (X85022)  
Ruminococcus bromii ATCC 27255T (L76600)  
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1 Megasphaera elsdenii  (99.3) 1126 AB298906
2 Megasphaera elsdenii  (99.3) 1106 AB298907
3 Megasphaera elsdenii  (98.1) 958 AB298908
4 Eubacterium limosum  (99.5) 1467 AB298909
5 Eubacterium limosum  (99.7) 1474 AB298910
6 Anaerostipes caccae  (99.1) 1399 AB243986












Fig. 2-4. Pathways of butyrate formation from lactate and exogenous acetate (Figure 
modified from Duncan et al. [34]).  
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Table 2-3. Bacterial strains used in this study 
No. Bacterial species Registration No. 
1 Acidaminococcus fermentans YIT 6071T ATCC 25085T 
2 Anaerostipes caccae YIT 10168T DSM 14662T 
3 Atopobium minutum YIT 0194 VPI 9953 
4 Bacteroides caccae YIT 10226T JCM 9498T 
5 Bacteroides eggerthii YIT 10227T DSM 20697T 
6 Bacteroides fragilis YIT 6158T ATCC 25285T 
7 Bacteroides ovatus YIT 6161T ATCC 8483T 
8 Bacteroides thetaiotaomicron YIT 6163T JCM 5827T 
9 Bacteroides uniformis YIT 6164T JCM 5828T 
10 Bacteroides vulgatus YIT 6159T ATCC 8482T 
11 Blautia coccoides YIT 6035T JCM 1395T 
12 Blautia hydrogenotrophica YIT 10080T DSM 10507T 
13 Blautia producta YIT 6141T JCM 1471T 
14 Butyrivibrio crossotus YIT 10152T DSM 2876T 
15 Butyrivibrio fibrisolvens YIT 10169T DSM 3071T 
16 Clostridium acetobutyricum YIT 10170T DSM 792T 
17 Clostridium aminovalericum YIT 10174T JCM 11016T 
18 Clostridium baratii YIT 6052T JCM 1385T 
19 Clostridium bifermentans YIT 6053T JCM 1386T 
20 Clostridium butyricum YIT 10073T JCM 1391T 
21 Clostridium celatum YIT 6056T JCM 1394T 
22 Clostridium glycolicum YIT 6058T JCM 1401T 
23 Clostridium indolis YIT 10077T JCM 1380T 
24 Clostridium innocuum YIT 10151T DSM 1286T 
25 Clostridium leptum YIT 6169T DSM 753T 
26 Clostridium limosum YIT 6061T JCM 1427T 
27 Clostridium orbiscindens YIT 10060T DSM 6740T 
28 Clostridium oroticum YIT 6037T JCM 1429T 
29 Clostridium paraputrificum YIT 10074T JCM 1293T 
30 Clostridium perfringens YIT 6050T JCM 1290T 
31 Clostridium sordellii YIT 6065T JCM 3814T 
32 Clostridium sphenoides YIT 6059T JCM 1415T 
33 Clostridium spiroforme YIT 10342T JCM 1432T 
34 Clostridium sporogenes YIT 6060T JCM 1416T 
35 Clostridium tertium YIT 6066T JCM 6289T 
36 Coprococcus catus YIT 11484T ATCC 27761T 
37 Coprococcus eutactus YIT 10160T ATCC 27759T 
38 Eubacterium aggregans YIT 11486T DSM 12183T 
39 Eubacterium barkeri YIT 11485T ATCC 25849T 
40 Eubacterium biforme YIT 6076T ATCC 27806T 
 
- 25 - 
 
Table 2-3. Continued 
No. Bacterial species Registration No. 
41 Eubacterium cylindroides YIT 10236T DSM 3983T 
42 Eubacterium dolichum YIT 10081T DSM 3991T 
43 Eubacterium eligens YIT 10078T DSM 3376T 
44 Eubacterium hallii YIT 10064T DSM 3353T 
45 Eubacterium limosum YIT 6067T JCM 6421T 
46 Eubacterium rectale YIT 6082T ATCC 33656T 
47 Eubacterium siraeum YIT 10049T DSM 3996T 
48 Eubacterium ventriosum YIT 10066T ATCC 27560T 
49 Feacalibacterium prausnitzii YIT 10067T ATCC 27768T 
50 Finegoldia magna YIT 6073T ATCC 15794T 
51 Megasphaera elsdenii YIT 6063T JCM 1772T 
52 Mitzuokella multacida YIT 6027 VI-99 
53 Parabacteroides distasonis YIT 6162T JCM 5825T 
54 Prevotella corporis YIT 6132T JCM 8529T 
55 Prevotella intermedia YIT 6130T JCM 11150T 
56 Romboutsia lituseburensis YIT 10059T JCM 1404T 
57 Roseburia intestinalis YIT 10172T DSM 14610T 
58 Ruminococcus gnavus YIT 6176T ATCC 29149T 
59 Ruminococcus obeum YIT 6085T ATCC 29174T 
60 Ruminococcus torques YIT 10159T ATCC 27756T 
61 Selenomonas ruminantium subsp. lactylitica YIT 10173T DSM 2872T 
62 Veillonella atypica YIT 6081T ATCC 17744T 
63 Veillonella dispar YIT 6080T ATCC 17748T 
64 Veillonella parvula YIT 6072T GIFU 7884T 





- 26 - 
 
 
Fig. 2-5. Lactate-utilizing, butyrate-producing activities in 65 screened strains. Bacterial 
numbers in Table 2-3 are shown near the circle dots.  
#2, Anaerostipes caccae YIT 10168T (=DSM 14662T); #20, Clostridium butyricum YIT 
10073T (JCM 1391T); #36, Coprococcus catus YIT 11484T (=ATCC 27761T); #38, 
Eubacterium aggregans YIT 11486T (=DSM 12183T); #39, Eubacterium barkeri YIT 11485T 
(=JCM 1398T); #44, Eubacterium hallii YIT 10064T (=DSM 3353T); #45, Eubacterium 
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Fig. 2-6. Lactate-utilizing, propionate-producing activities in 65 screened strains. Bacterial 
numbers in Table 2-3 are shown near the circle dots.  
#36, Coprococcus catus YIT 11484T (=ATCC 27761T); #51, Megasphaera elsdenii YIT 
6063T (=JCM 1772T); #61, Selenomonas ruminantium subsp. lactylitica YIT 10173T (=DSM 
2872T); #62, Veillonella atypica YIT 6081T (=ATCC 17744T); #63, Veillonella dispar YIT 
6080T (=ATCC 17748T); #64 Veillonella parvula YIT 6072T (=GIFU 7884T); and #65, 
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Table 2-4. 16S rRNA gene-targeted species-specific primers for lactate-utilizing, butyrate-
producing bacteria 
 
DNAs extracted from Anaerostipes caccae DSM 14662T, Clostridium butyricum JCM 1391T, 
Coprococcus catus ATCC 27761T, Eubacterium aggregans DSM 12183T, Eubacterium 
barkeri JCM 1389T, Eubacterium hallii DSM 3353T, Eubacterium limosum JCM 6421T, and 

























       Sequence (5' to 3')
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Table 2-5. Specificity test of designed primers for lactate-utilizing, butyrate-producing bacteria. 
 
1 +, positive; –, negative. 
  
s-Acac s-Ehal s-Elim s-Mels s-Ccat s-Eagg s-Ebar
YIT 10168
T
 = DSM 14662
T + - - - - - -
YIT 10064
T
 = DSM 3353
T - + - - - - -
YIT 6067
T
 = JCM 6421
T - - + - - - -
YIT 6063
T
 = JCM 1772
T - - - + - - -
YIT 11484
T
 = ATCC 27761
T - - - - + - -
YIT 11486
T
 = DSM 12183
T - - - - - + -
YIT 11485
T
 = ATCC 25849
T - - - - - - +
YIT 6071
T
 = ATCC 25085
T - - - - - - -
YIT 6158
T
 = ATCC 25285
T - - - - - - -
YIT 6161
T
 = ATCC 8483
T - - - - - - -
YIT 6164
T
 = JCM 5828
T - - - - - - -
YIT 6159
T
 = ATCC 8482
T - - - - - - -
YIT 4011
T
 = ATCC 15703
T - - - - - - -
YIT 4016
T
 = ATCC 27539
T - - - - - - -
YIT 4021
T
 = ATCC 15707
T - - - - - - -
YIT 6035
T
 = JCM 1395
T - - - - - - -
YIT 6141
T
 = JCM 1471
T - - - - - - -
YIT 6051
T
 = JCM 1291
T - - - - - - -
YIT 6036
T
 = JCM 1397
T - - - - - - -
YIT 6169
T
 = DSM 753
T - - - - - - -
YIT 6170
T
 = ATCC 27757
T - - - - - - -
YIT 10060
T
 = DSM 6740
T - - - - - - -
YIT 6037
T
 = JCM 1429
T - - - - - - -
YIT 10062
T
 = JCM 1298
T - - - - - - -
YIT 6059
T
 = JCM 1415
T - - - - - - -
YIT 10324
T
 = JCM 1432
T - - - - - - -
YIT 10050
T
 = DSM 6836
T - - - - - - -
YIT 10235
T
 = DSM 3979
T - - - - - - -
YIT 6077
T
 = ATCC 25559
T - - - - - - -
YIT 6044
T
 = JCM 1649
T - - - - - - -
YIT 6082
T
 = ATCC 33656
T - - - - - - -
YIT 10049
T
 = DSM 3996
T - - - - - - -
YIT 10067
T
 = ATCC 27768
T - - - - - - -
YIT 6069
T
 = JCM 8532
T - - - - - - -
YIT 6162
T
 = JCM 5825
T - - - - - - -
YIT 6130
T
 = JCM 11150
T - - - - - - -
YIT 6039
T
 = ATCC 25845
T - - - - - - -
YIT 6078
T
 = ATCC 27255
T - - - - - - -
YIT 6176
T
 = ATCC 29149
T - - - - - - -
YIT 10225
T
 = ATCC 29176
T - - - - - - -
YIT 6085
T
 = ATCC 29174
T - - - - - - -
YIT 6072
T
 = GIFU 7884
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Table 2-6. Bacterial counts of lactate-utilizing, butyrate-producing 
bacteria in fecal samples as determined by real-time PCR 
 
1 Values are shown as mean ± SD (n = 25).  
2 ND, not detected (< log10 6.0 cells/g feces). 
 
  
  A. caccae 7.2 ± 0.3 60
  E. hallii 8.7 ± 0.6 64
  E. limosum 6.6 ± 0.4 52
  M. elsdenii 8.1 ± 0.1 12
  Co. catus 8.3 ± 0.8 16
  E. aggregans 0
  E. barkeri 0
  Cl. butyricum 0          ND
b
   Species Log10 cells/g feces (wet wt)
1 % Persons testing 
    positive (n = 25)
          ND
2
          ND
b
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酸の産生を促進させたラットに、ヒト糞便分離株である A. caccae YIT 12353 株を投与し、








Bifidobacterium breve YIT 10001 を用いた。乳酸を酪酸に変換する菌として、
Anaerostipes caccae YIT 10168T（=DSM 14662T）、Eubacterium hallii YIT 10064T
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（=ATCC 27751T）、Eubacterium limosum YIT 6067T（=ATCC 8486T）、Megasphaera 
elsdenii YIT 6063T（=JCM 1772T） および Coprococcus catus YIT 11484T（=ATCC 
27761T）を使用した。1%グルコース添加変法 GAM 培地（日水製薬）により、窒素ガス





去した糖液を使用した。当該糖液は以下の手順で調製した。ラクトース 100 g を精製水 100 
mlに溶解し、5%炭酸ナトリウム溶液にてpHを 6.3に調整した。Sporobolomyces singularis 
YIT 10047[60]の菌体懸濁液を-ガラクトシダーゼの酵素液として加えた後、5%炭酸ナトリ
ウム溶液にて pHを 5.9 に調整した。60℃で 24 時間酵素反応させた後、100℃で 10 分間加
熱して反応を止め、精製水で 5 倍希釈した GODO-YNL ラクターゼ（合同酒精）を 1.2 ml
添加し、386 mg の塩化カリウムを加えてラクトースの酵素消化を行った。溶液を 45℃で
2.5 時間反応させた後、100℃で 10 分間加熱して反応を止め、遠心して上清を回収した。上
清を珪藻土ろ過した後、ろ液 38 ml を精製水にて 100 ml にメスアップし、酸洗浄した活性
炭を詰めた Econo-column（Bio-Rad Laboratories）に供した。カラムを 2%エタノール溶
液で一晩洗浄して単糖を除去した後、活性炭への吸着画分を 50%エタノールで溶出し、溶
出液を減圧濃縮することで 38%GOS糖液を得た。GOS 糖液の組成は、既報[61]に従い、RI-
98 示差屈折率検出器（Labo System）を用いた HPLC システム（Waters）により調べた。
カラムは SUGAR KS-802（昭和電工）を 80℃に保持し、溶離液として精製水を使用して流
速は 0.5 ml/min とした。GOS 糖液の組成は、単糖 0.8%、2 糖 21.9%（ラクトース 2.7%
含む）、3 糖 66.3%および 4 糖以上が 11.0%であった。 
 
- 33 - 
 
・ビフィズス菌および酪酸産生菌の共培養 
培養には上記で調製した GOS を唯一の炭素源として 1%添加したペプトン-酵母エキス
（PY）培地を用いた。本培地に上記で調製した各菌株の前培養液を単独あるいは B. breve 
YIT 10001 と酪酸産生菌の 2 菌株を組み合わせてそれぞれ 1%接種した。炭酸ガス気相下で
37℃、24 時間嫌気培養し、培養後の培養液中の有機酸濃度を 2.2.1 に記載の方法に従い、





等を考慮し、本研究ではヒト糞便から分離した A. caccae YIT 12352（Table 2-1、分離株
No.6）および A. caccae YIT 12353（Table 2-1、分離株 No.7）を使用した。両菌株を、40 
mM 乳酸および 33 mM 酢酸ナトリウムを添加したペプトン-酵母エキス（PYLA）培地に
より、炭酸ガス気相下で 37℃、24 時間嫌気培養した。両菌株の PYLA 培地中での比増殖速
度（h－1）を比較し、より高い増殖性を示す菌株を以後の試験に使用する菌株として選択し
た。比増殖速度は、PYLA 培地中での対数増殖期における OD650nm を測定することにより
算出した。 
A. caccae YIT 12353 による GOS の資化性を調べる目的で、市販のオリゴメイト 55N（ヤ
クルト薬品工業）を唯一の炭素源として 1%添加したペプトン-酵母エキス（PY-GOS）培地
に A. caccae YIT 12353 を 1%接種した。炭酸ガス気相下で 37℃、24 時間嫌気培養し、培
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・投与菌体の調製 
A. caccae YIT 12353 は、炭酸ガス気相下、PYLA 培地 10 ml で 37℃、24 時間嫌気培養
し、同じ組成の培地 1 L に全量接種した。37℃で 20 時間嫌気培養した後、4,500×g で 10
分間遠心して集菌した。N2ガス噴射下で、嫌気置換済の氷冷生理食塩水約 40 ml で菌体を









暗 12 時間サイクル、室温 25℃、湿度 55 %とした。入荷後 5 日間は MF 飼料（フナバシフ
ァーム）で、その後 7 日間は AIN-76 組成の精製飼料（Table 3-1）で馴化飼育した。飲料
水と飼料は自由摂取させた。馴化飼育終了後、体重を基準にして 6 匹ずつ、対照（Saline）
群、GOS 単独投与（GOS/Saline）群、GOS および A. caccae の共投与（GOS/Ac）群の 3
群に分けた。馴化飼育後 5 日間を試験期間とし、試験期間中、対照群には通常の飲料水を、
GOS 群および GOS/Ac 群には飲料水の代わりに 5%（w/v）「オリゴメイト 55N」（ヤクル
ト薬品工業）水溶液を自由摂取させた。試験期間中、3 群とも AIN-76 組成の飼料を自由摂
取させた。GOS/Ac 群のラットには、上記で調製した菌体懸濁液（3.9×1010 cells/rat）0.5 
ml を 1 日 1 回、5 日間連日、経口ゾンデ投与した。Saline 群および GOS/Ac 群には菌液の
代わりに生理食塩水 0.5 ml を投与した。 
試験開始 4 日目にラットの新鮮便を滅菌サンプルチューブに採取した。試験開始 5 日目






採取した糞便あるいは盲腸内容物を乳鉢に 0.3～0.4 g 量り取り、重量の 9 倍量の滅菌
PBSを添加し、乳棒でホモジナイズした。懸濁液 200 l をサンプルチューブに移し、600 
l の 4%パラホルムアルデヒド-PBS 溶液を添加して 4℃で一晩固定し fluorescent in situ 
hybridization（FISH 法）による菌数測定に用いた。また、懸濁液のうち 450 l を別のサ
ンプルチューブに移し、50 l の 10%過塩素酸溶液を添加した。4℃で一晩静置した後、そ
の遠心上清を 2.2.1 に記載の方法に従って有機酸分析に供した。 
 
・糞便および盲腸内容物中の A. caccae、Bifidobacterium 属細菌数および総菌数の測定 
糞便および盲腸内容物中の A. caccae および Bifidobacterium 属細菌の菌数は、蛍光標
識オリゴヌクレオチドプローブを用いた FISH 法により測定した。A. caccae に特異的な
オリゴヌクレオチドプローブは Tetramethylrhodamine isothiocyanate（TRITC）標識
した Acac194（5’-CTATACTGCCAGGGCTTT-3’）[49]を、Bifidobacterium 属細菌に特異
的な プローブ は Fluorescein isothiocyanate （ FITC ）標識し た Bp153 （ 5’-
ACCACCCGTTTCCAGGAG-3’）[62]を用いた。 
FISH 法による菌数測定は既報[62]の方法に従って実施した。MAS コートスライドグ
ラス（松浪硝子工業）上の 1 cm 四方の枠に固定した盲腸内容物および糞便を 10 l ずつ
塗抹し、室温で乾燥させた。スライドグラスを 96%エタノールに 3 分間浸し、風乾させ
た後、キシレンに 3 分間浸して固定した。そこに、オリゴヌクレオチドプローブ 500 ng
を含む 100 l のハイブリダイゼーション溶液（750 mM NaCl、100 mM Tris-HCl、5 mM 
EDTA、0.01 % BSA、0.2 % Poly A、10 % Dextran sulfate）をスライドグラス上に塗布
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しカバーグラスをかけた。このスライドグラスを SET 溶液（750 mM NaCl、100 mM 
Tris-HCl、5 mM EDTA）で湿潤化した 42 ℃の暗箱中に一晩静置し、ハイブリダイゼー
ションさせた。その後、スライドグラスを 47 ℃の Wash 溶液（50 mM NaCl、4 mM Tris-
HCl、0.02 mM EDTA）中に 20 分間静置した後、ミリ Q で 1 回洗浄した。風乾後、DAPI
染色剤が入った退色防止液（VECTASHIELD® [Vector Laboratories]）を塗布しカバーグ
ラスをかけて封入した。 
蛍光顕微鏡画像の取得には、Leica Q550FW システム（Leica Microsystems）を用い
た。スライドグラス上の 1 cm 四方の桝目につき無作為に 10 視野を決定し、1 視野毎に
3 画像（DAPI、TRITC、 FITC）を取得した。糞便および盲腸内容物中の A. caccae お
よび Bifidobacterium 属細菌の菌数は、10 視野中でそれぞれ TRITC および FITC によ
り染色された菌体をカウントし、1 cm四方の桝目中の総視野数と希釈倍率を乗じて算出




・盲腸内容物からの A. caccae YIT 12353 の回収性 
嫌気チャンバー内において、A. caccae を投与したラットの盲腸内容物を予め嫌気置換し
た PBS で 107倍まで段階希釈し、乳酸を唯一の炭素源とする分離用平板培地に播種した。
37℃で 48 時間嫌気培養した後、コロニー形状を指標に 32 コロニーを分離した。上記 2.2.3











3.3.1 Bifidobacterium 属細菌および乳酸を酪酸に変換する腸内細菌との共培養 
GOS を唯一の炭素源とする培地により、Bifidobacterium 属細菌と乳酸を酪酸に変換す
る菌の共培養を行った。B. breve YIT 10001 は、単独培養で培地中の GOS から乳酸および
酢酸を産生した（Fig. 3-1）。A. caccae YIT 10168T、E. hallii YIT 10064T、E. limosum YIT 
6067T、M. elsdenii YIT 6063Tおよび Co. catus YIT 11484T は、単独培養では GOS から
の有機酸産生量は低かった。ところが、各種酪酸産生菌と B. breve YIT 10001 と共培養し
た場合には、それぞれ単独培養したときと比べて酪酸濃度が高まった。また、2 菌を共培養
した培地中における乳酸および酢酸濃度は、B. breve YIT 10001 の単独培養と比べて低か
った。Co. catus YIT 11484Tは、B. breve YIT 10001 と共培養した場合、酪酸だけでなくプ
ロピオン酸も産生した。 
 
3.3.2 乳酸を酪酸に変換する腸内細菌の in vivo における活性評価 
本研究でヒト糞便から分離した株のうち、A. caccae YIT 12353 は最も高い酪酸産生活性
を示したこと（Table 2-1）、同時に分離した A. caccae YIT 12352 と比べて高い比増殖速度
を示したこと（=0.22 h－1 vs =0.14 h－1）から、A. caccae YIT 12353 を動物試験に使用
する菌株として選択した。A. caccae YIT 12353 は、GOS の構成糖のうち、易消化性の単糖
であるグルコースおよびガラクトースのみを利用したが、2 糖以上の鎖長の難消化性画分は
利用能を示さなかった（Fig. 3-2）。 
GOS は GOS/Saline 群および GOS/Ac 群に飲水投与し、GOS/Ac 群にはヒト糞便分離株
である A. caccae YIT 12353 の懸濁液を 5 日間連日、経口投与した。飼料摂取量、飲水量お
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よび GOS 摂取量には 3 群間で差は認められなかった（Table 3-2）。また、試験最終日にお
ける体重にも群間で有意な差は見られなかった。 
盲腸内容物および糞便中における A. caccae の菌数を FISH 法により測定した結果、
GOS/Ac 群で盲腸内容物および糞便の両方から A. caccae が検出された（Table 3-3）。一方、
Saline 群および GOS/Saline 群では A. caccae は検出されなかった。A. caccae 投与群の糞
便から乳酸を炭素源とする培地で分離した複数の菌株のうち、コロニーNo.3 の RAPDプロ
ファイルが投与株と一致した（Fig. 3-3）。盲腸内容物および糞便中の Bifidobacterium 属細
菌は GOS の投与により顕著に増加したが、GOS/Saline 群および GOS/Ac 群の間ではその
菌数に差は認められなかった。GOS/Saline 群および GOS/Ac 群の盲腸内容物中における総
菌数は、Saline 群と比較して有意に高く（p<0.01）、また GOS/Ac 群の総菌数は GOS/Saline
群と比べても有意に高かった（p<0.01）。 
GOS/Saline 群の盲腸内容物中における乳酸および酪酸は Saline 群と比べて有意に高か
った（Fig. 3-4, p<0.05）。GOS/Ac 群の盲腸内の乳酸濃度の平均値は GOS/Saline 群のそれ
と比べて低値を示したが、有意差は認められなかった（p=0.32）。GOS/Ac 群の盲腸内容物
および糞便中における酪酸濃度は Saline 群と比較して有意に高かった（それぞれ p<0.01, 
p<0.05）。さらに、GOS/Ac 群の盲腸内の酪酸濃度は GOS/Saline 群のそれと比べて高値傾
向を認めた（p=0.06）。また、GOS/Ac 群の盲腸内の酢酸および総有機酸濃度は、他の 2 群
よりも高く、それぞれ群間で有意差が認められた。GOS/Ac 群の糞便中の酢酸および総有機




乳酸を酪酸に変換する活性を示す 5 菌株について、GOS を唯一の糖源とした培地でビフ
ィズス菌と共培養した。その結果、5 菌株全てにおいて、ビフィズス菌との共培養により乳
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酸および酢酸の減少と酪酸の産生が確認された（Fig. 3-1）。したがって、これら 5 菌株はい
ずれもビフィズス菌が GOS から産生した乳酸および酢酸を酪酸に変換したと考えられた。
したがって、乳酸を酪酸に変換する菌とビフィズス菌との 2 菌の協働作用によって、in vitro
で GOS から酪酸が生成することが示された。 
次に、実際の腸内においてこの協働代謝が行われるか否かについて、ヒト糞便分離株であ
る A. caccae YIT 12353 を対象に、ラットを用いた動物モデルにより検証した。GOS単独
投与は盲腸内の酪酸濃度を増加させたが、GOSと A. caccae YIT 12353を共投与した結果、
GOS単独での酪酸産生がさらに増強される傾向が示された（Fig. 3-4）。A. caccae YIT 12353
は GOS の難消化性画分を基質として利用できない（Fig. 3-2）ことから、腸内の酪酸は本
菌が GOS を直接発酵して産生したものではないといえる。一方、GOS 投与により盲腸内
容物および糞便中の乳酸濃度が上昇したが、A. caccae YIT 12353 の投与により有意ではな
いものの平均値が低下した。腸内における Bifidobacterium 属細菌の菌数を調べた結果、当
該菌群は GOS の投与に依存して乳酸の産生を伴って顕著に増加しており、GOS がプレバ
イオティクスとしての作用を発揮したことを確認した。Bifidobacterium 属細菌による糖質
からのエネルギー代謝では主に乳酸および酢酸が終末産物として生成する[63]。したがって、
GOS/Saline 群および GOS/Ac 群の腸内における乳酸の一部は、内在性の Bifidobacterium
属細菌によって GOS から産生されたものであると推測された。 
盲腸内容物および糞便中で A. caccae YIT 12353 が FISH 法により検出された。本研究で
使用した FISH 法は菌体内の rRNA を標的とした手法であり、得られた定量値は、安定な
DNA を標的とした定量的 PCR 法と比べてより生菌の状態を反映している可能性が高いと
いえる[64]。実際、A. caccae YIT 12353 を投与したラットから、投与株と同じ RAPDパタ
ーンを示す株を分離できていることから、本菌は生きたまま下部消化管へと到達したと考
えられた。以上の結果から、腸内で GOSから Bifidobacterium 属細菌によって産生された
乳酸を、A. caccae YIT 12353 が酪酸に変換した可能性が示された。反芻胃動物であるヒツ
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ジ由来の M. elsdenii JCM 1772Tが同様にフラクトオリゴ糖を負荷したラットの腸内で乳
酸を酪酸に変換する活性を発現することが示唆されているが[65]、ヒト由来の主要な酪酸産
生菌を用いてその可能性を示したのは本研究が初めてである。ヒトへの適用を考慮した場
合、A. caccae YIT 12353 の投与は、特に腸内で乳酸がプロピオン酸へと変換される傾向に
あるヒトに対して、酪酸の産生を促進する有効な手段になることが期待される。 
ところで、A. caccae YIT 12353 は酢酸を消費するにもかかわらず、その投与に依存して
酢酸が増加した。A. caccae YIT 12353 の投与は、腸内における Bifidobacterium 属細菌の
菌数に影響を与えなかったことから、Bifidobacterium 属細菌以外の酢酸産生菌の増殖を促
進した可能性が考えられた。実際、A. caccae YIT 12353 の投与に依存して腸内の総菌数が
増加したことから、A. caccae YIT 12353 は腸内の菌叢構成に影響を与え、有機酸代謝を変
化させると考えられた。 
本研究では、A. caccae YIT 12353 の乳酸を酪酸に変換する代謝特性を利用し、A. cacca 
YIT 12353 と GOS を組み合わせることで、腸内のビフィズス菌を増やしつつ、酪酸の産生










Fig. 3-1. Coculture between bifidobacteria and lactate-utilizing, butyrate-producing bacteria.  










A. caccae YIT 10168T
E. hallii YIT 10064T
M. elsdenii YIT 6063T
E. limosum YIT 6067T
Co. catus YIT 11484T















A. caccae YIT 10168T
E. hallii YIT 10064T
M. elsdenii YIT 6063T
E. limosum YIT 6067T
Co. catus YIT 11484T
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Fig. 3-2. The HPLC chromatograms of culture supernatant of A. caccae YIT 12353.  
A. caccae YIT 12353 was cultured anaerobically for 24 h in peptone-yeast extract (PY) 
broth supplemented with 1% Oligomate 55N.  
 
 
a) Before cultivation 
b) After cultivation 
- 43 - 
 
 
Table 3-1. Composition of the diet for animal experiment1 
 









AIN-76 mineral mix 3.5
AIN-76 vitamin mix 1.0
DL-Methionine 0.3
Choline hydrogen tartrate 0.2
g/100 g dry matter
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Table 3-2. Body weights and intakes of water, GOS, and food1 
 
1 Values are shown as mean ± SD. Intakes of water, GOS, and food were mean values per 





Water intake (g/day) 37.1 ± 10.6 33.5 ± 6.3 36.6 ± 12.2
GOS intake (g/day) － 0.9 ± 0.2 1.0 ± 0.4
Food intake (g/day) 24.8 ± 2.4 21.6 ± 1.5 23.2 ± 3.7
Body weight (g) 282.2 ± 10.5 279.6 ± 9.9 273.4 ± 12.2
Saline group     GOS/Ac group   GOS/Saline group
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Table 3-3. Bacterial counts, as determined by DAPI or FISH in cecal contents and feces1 
 
1 Counts of bacteria are expressed as numbers of cells log10 per gram of cecal contents or 
feces (wet weight). Values are shown as mean ± SD (n = 6).  
2 Total bacterial numbers were determined by staining with 4',6'-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI). 
3 ND; not detected (< 6.59 log10 cells/g contents or feces). 




A. caccae 8.0 ± 0.3









A. caccae 8.7 ± 0.3
Bifidobacteria 9.7 ± 0.4 9.5 ± 0.4
Total bacteria 10.9 ± 0.1 10.9 ± 0.1 11.1 ± 0.2














Fig. 3-3. RAPD profiles from DNA of cecal isolates.  
Lane 1, colony no. 1; lane 2, colony no. 2; lane 3, colony no. 3; lane 
4, A. caccae YIT 12353; lane 5, A. caccae YIT 12352; lane 6, A. caccae 




M 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3 4 5 6 M
Primer B





Fig. 3-4. Concentrations of cecal (A) and fecal (B) SCFA, succinate, and lactate in the Saline 
group (white bars), GOS/Saline group (solid gray bars), and GOS/Ac group (black bars).  
Values are means with their standard deviation represented by vertical bars. Total SCFA 
are sum of formate, acetate, propionate, and butyrate. Values with asterisks are significantly 
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4.2 材料と方法 












健常成人男性 2 名（A；年齢 31 歳、B；28 歳）から新鮮排泄便を提供してもらい、試
験に使用した。糞便を採取後、直ちにアネロパックケンキにより嫌気状態に維持し、試験
実施まで保冷剤にて冷蔵で保持した。糞便を嫌気チャンバー内に搬入し、手で十分に均質
化した後、約 20 g をフィルター付きホモジナイズバッグ PYXON-30（エルメックス）に
移した。そこに糞便の 9 倍量の嫌気置換済 0.1 M リン酸 Na バッファー（pH 6.8）を加
えてホモジナイズし、残渣を除いた。ろ液 10 ml を各種素材 20 mg が入ったスクリュー
バイアルに移し、37℃で 24 時間、振とう培養した。各素材の最終濃度は 0.2%(w/v) とし、
糖質を加えずに培養したものを陰性対照とし、代表的なプレバイオティクスである GOS
を加えた培養液を陽性対照とした。糞便の 1 次処理および培養操作は全て嫌気チャンバー
内で実施し、気相中の嫌気ガスの組成は、N2 80%、CO2 15%、H2 5%に維持した。 
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・有機酸産生量の測定および選抜基準 
培養終了後、培養液中の有機酸濃度は 2.2.1 に示した方法により、イオン排除 HPLC
にて測定した。各種素材を添加した際の酪酸濃度が、提供者 B もしくは E のいずれかで
GOS を添加した際の酪酸濃度である 8.7 mMより高い素材を選抜した。 
 













PYXON-30（エルメックス）に移した。そこに糞便の 180 ml の嫌気置換済 0.1 M リン酸
Na バッファー（pH 6.8）を加えてホモジナイズし、残渣を除いた。ろ液 10 ml を素材が
入ったスクリューバイアルに移し、嫌気条件下 37℃で 24 時間、振とう培養した。各素材
の最終濃度は 0.5%(w/v) とし、糖質を加えずに培養したものを陰性対照とした。糞便の 1
次処理および培養操作は全て嫌気グローブボックス内で実施し、気相中の嫌気ガスの組成
は、N2 80%、CO2 15%、H2 5%に維持した。培養終了後、培養液中の有機酸濃度を 2.2.1
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に示した方法に従い、イオン排除 HPLC にて測定した。 
 
4.2.3 PCR-DGGE 法を用いた糞便培養液中の菌叢解析 
糞便培養液中の細菌 DNA は、既報[23]に従いビーズフェノール法にて抽出した。細菌
叢の解析には、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（Denaturing gradient gel electrophoresis: 
DGGE 法）を用い、既報[72]に記載の方法を一部改良して実施した。抽出した DNA を鋳
型 に し て 、 GC ク ラ ン プ を 付 与 し た forward プ ラ イ マ ー GC-341-F （ 5’-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCG-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ [72] お よ び reverse プ ラ イ マ ー 800R （ 5’-
GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’）により細菌の 16S rRNA 遺伝子（V3-V4 領域）を、
既報[73]に従ってタッチダウン PCR 法により増幅した。反応液 50 l 中に 5 l の 10×PCR 
buffer、5 l の 2.5 mM dNTP、1 l の 25 pmol/l プライマー溶液、1.25 units の Ex Taq 
polymerase HS（Takara Bio）、10 ng の鋳型 DNA で行った。温度条件は 94℃ 3 分、
（94℃ 30 秒、65℃（1 cycle ごとに 1℃ずつ 55℃まで下げる）30 秒、72℃ 30 秒）×10
サイクル、（94℃ 30 秒、55℃ 30 秒、72℃ 30 秒）×20 サイクル、72℃ 5 分で行った。
増幅産物 15 l を DCode Universal Mutation Detection System の Model 475 Gradient 
Delivery System（Bio-Rad Laboratories）で 30-50％の変性剤の濃度勾配（ここでは 100％
変性剤とは 7 M の urea と 40％formamide の混合物）をつけた 8％アクリルアミドゲル
（8％ Acrylamide/Bis（37:5:1）、1×TAE（pH 8.0）、0.1％ TEMED、0.1％ Ammonium 
persulfate）を用いて 60℃、130V で 5～7 時間泳動した。泳動後、エチジウムブロマイド
で染色し、UV ランプ下でバンドを確認した。対照と比べて素材の添加により強度が増加
したバンドを切り出し、TE バッファー中で凍結融解を繰り返すことでゲルから DNA を
抽出した。抽出した DNA を鋳型にし、GC クランプを付与していないプライマー341F お
よび 800R を使用して PCR により V3-V4 領域を再度増幅した。得られた約 400 bp の増
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幅産物の塩基配列は Big Dye Terminator Ver.3.1 Cycle Sequencing Kit （ Life 
Technologies）および ABI PRISM 3130（Life Technologies）を使用して決定した。塩基





健常成人男性 2 名（C：30 歳, E：29 歳）から糞便を採取し、直ちにアネロパックケ
ンキにより嫌気状態に維持し、試験実施まで保冷剤にて冷蔵で保持した。糞便をグローブ
ボックス内に搬入し、糞便を十分に均質化した後、約 1 g をフィルター付きホモジナイズ
バッグ PYXON-30（エルメックス）に移した。そこに糞便の 9 ml の嫌気置換済 0.1 M リ
ン酸 Na バッファー（pH 6.8）を加えてホモジナイズし、残渣を除いた。糞便希釈液の一
部をペプトン-酵母エキス（PY）培地、0.5% L-ソルボース添加 PY（PYS）培地、および
0.5% キシリトール添加 PY（PYX）培地に 0.5%接種し、炭酸ガス気相下で 37℃のもと 24
時間嫌気培養した。PY 培地の組成は、1 L あたり Bacto Peptone（Becton Dickinson）
5.0 g、Trypticase peptone（Becton Dickinson）5.0 g、酵母エキス 10.0 g、L-システイン
1 水和物 0.5 g、炭酸ナトリウム 0.4 g、0.05% ヘミン溶液 10 ml、0.1% レサズリン溶液
1.0 ml、リン酸水素二カリウム 0.4 g、リン酸二水素カリウム 0.04 g、炭酸水素ナトリウム 
0.08 g、塩化ナトリウム 0.04 g、塩化カルシウム 8 mg、硫酸マグネシウム 7 水和物 1.9 
mg、ビタミン K1 1.0 mg とし、pH 6.8 に調整して使用した。培養後、培養液を嫌気置換
した PBS で 107倍希釈し、PY、PYS、および PYX 平板平板培地に播種し、37℃で 48 時
間嫌気培養した。PYS および PYX 平板培地に生育したコロニーのうち、PY 平板培地上
のそれと比較して形態が異なるコロニーを釣菌し、33 mM の酢酸ナトリウムを加えた
PYSおよび PYX 液体培地（PYAS および PYAX）に接種して炭酸ガス気相下、37℃で 24







GCGGAAATAG-3’）の 3 種類をランダムプライマーとする RAPD 法[37]により菌株識別
を行った。増幅産物を 1.5%アガロースゲルにより電気泳動した後、エチジウムブロマイ
ドを用いて染色し、菌株ごとの泳動パターンを比較することで菌株識別した。互いに異な
る RAPD プロファイルを示した菌株について、細菌の 16S rRNA 遺伝子の共通配列部分
を標的とするプライマー27F（5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’）および 1524R（5’-
AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’）[74 を一部改変]により 16S rRNA 遺伝子を PCR に
より増幅した。増幅した DNA の塩基配列は Big Dye Terminator Ver.3.1 Cycle 
Sequencing Kit（Life Technologies）および ABI PRISM 3130（Life Technologies）を使
用 し て 決 定 し た 。 配 列 決 定 用 プ ラ イ マ ー と し て 、 27F, r1L (5’-
GTATTACCGCGGCTGCTGG-3’)、 f2L (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATAG-3’)、r2L (5’-
GACTACCAGGGTATCTAATC-3’)、926f (5’-AAACTCAAAGGAATTGACGG-3’)、r3L (5’-
TTGCGCTCGTTGCGGGACT-3’) 、 f3L (5’-GTCCCGCAACGAGCGCAAC-3’) お よ び




分離株ならびにこれらの近縁種を中心とする各種腸内細菌の 16S rRNA 遺伝子の塩基
配列を GenBank、EMBL および DDBJ から取得した。各配列を Clustal X（ver. 2.0.12）
[40]によりアライメントし、近隣接合法 [41]を用いて系統樹を作成した。作成した系統樹
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は Tree-View プログラム（ver. 1.6.6）[42]を用いて表示した。 
 
・分離株の表現型および生化学検査 
糞便分離株2株ならびに16S rRNA遺伝子配列が分離株に最も近縁であったA. hadrus 
DSM 3319T について表現型および生化学検査を行った。グルコースから産生される有機
酸のプロファイルは、各菌株を 0.5%グルコース添加-PY（PYG）培地にて 37℃で 24 時間
培養した後、培養上清中の有機酸濃度を 2.2.1 に記載した方法に従ってイオン排除 HPLC
にて分析した。乳酸利用性は、PYA 培地に 40 mM の DL-乳酸もしくは L-乳酸を加えた培
地にて 37℃で 24 時間培養し、上記と同様に有機酸濃度を測定した。3 菌株について、菌
の形態、グラム染色性、運動性、ならびに芽胞形成性を調べた。菌の大きさは、グラム染
色画像をもとに画像解析ソフト DP2-BSW（オリンパス）により測定した。芽胞形成性は
PYG 寒天培地上で 37℃のもと 48 時間嫌気培養した菌体を Schaeffer and Fulton Spore 
Stain Kit（Sigma Aldrich）により染色した後、光学顕微鏡を用いて判定した。運動性は、
各菌株を半流動 GAM 培地（日水製薬）に白金耳で穿刺して 37℃で 24 時間培養した後、
培地中への菌体の拡散の有無を指標に評価した。 
生化学性状検査（糖資化性、酵素活性、インドール産生能）には、アピケンキ 20A、ラ
ピッド ID 32A アピおよびアピ ZYM（Sysmex BioMérieux）を用い、製品マニュアルに
従って試験した。菌株 DNA の GC 含量は、既報[75]に従って、DNA を酵素的に分解させ
て生成したヌクレオシドを HPLC にて定量することにより決定した。 
 
4.2.5 定量的 PCR による糞便培養液中の細菌群構成の解析 
A. hadrusおよびその近縁種の 16S rRNA遺伝子の塩基配列をClustal X（ver. 2.0.12）
[40]によりアライメントして比較し、A. hadrus に特異的な配列を基にプライマーを設計
した（Table 4-3）。Ribosomal Database Project (RDP-II) （http://rdp.cme.msu.edu/）
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[43]の Probe Match プログラムおよび DNA Data Bank of Japan の BLAST プログラム




ABI PRISM 7900HT（Applied Biosystems）を用いた PCR により行った。1.0 M の各
プライマーを含む SYBR Premix Ex Taq II（Takara Bio）に各種菌体から抽出した鋳型
DNA 溶液を加え、総量を 10 l として既報[23]に従い PCR 反応を行った。まず鋳型 DNA
の二本鎖を解離させるため 94℃で 5 分間加熱した後、94℃で 20 秒間、50℃もしくは 55℃
で 20 秒間、72℃で 50 秒間の反応を 1 サイクルとしてこれを 40 サイクル繰り返し、94℃
で 15 秒間反応させた。さらに、これに引き続き Tm 値解析[44]のため、60℃で 2 分間反
応させた後、0.2℃/秒の温度勾配で 95℃まで温度を上昇させ、このときの SYBR Green I
の蛍光を測定して増幅産物の 2 本鎖が解離するときの温度（Tm）を測定した。定量的 PCR
の標準曲線は、A. caccae YIT 10168T（=DSM 14662T）、A. hadrus YIT 12355、Bacteroides 
vulgatus YIT 6159T（=ATCC 8482T）、Bifidobacterium longum subsp. suis YIT 4082T
（=JCM 1269T）、Blautia producta YIT 6141T（=JCM 1471T）、Faecalibacterium 
prausnitzii YIT 6174（=ATCC 27766）および Lactobacillus gasseri YIT 0192T（=DSM 
20243T）から抽出した DNA を用いた。検量線の作製には各菌種の基準株から抽出した
DNA を用いた。各菌株の菌体を 4’,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）（Vector 
Laboratories）により染色し[45]、蛍光顕微鏡を用いてその菌数を決定した。この菌液か
ら抽出した DNA を 10 倍段階希釈して PCR を行い、一定の蛍光値に達する PCR サイク
ル数（Ct値）と菌数の対数値を基に検量線を作成した。同時に、糞便から抽出した DNA
を 10 倍ずつ 3 段階希釈して反応させ、菌数の対数値との間に直線性が認められた Ct 値
を検量線に代入し、3 点の平均値から菌数を算出した。 
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4.2.6 Anaerostipes 属細菌における L-ソルボースおよびキシリトールの代謝経路の解析 
A. caccae DSM 14662Tおよび A. hadrus DSM 3319Tのドラフトゲノム配列から予測
されるORFのアミノ酸配列のmulti-FASTAファイルをNIH Human Microbiome Project 
[76]（http://hmpdacc.org/）から取得した。これらの配列を KAAS（KEGG Automatic 
Annotation Server, http://www.genome.jp/kegg/kaas/）プログラム[77]を用いて KEGG
（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）[78]パスウェイマップに割り当てた。
KAAS プログラムによるアノテーションの際、原核生物としての初期設定の対照菌株に加
えて、Akkermansia muciniphila、Bacteroides fragilis NCTC 9343、Bifidobacterium 
adolescentis ATCC 15703、Bifidobacterium longum NCC 2705、Eggerthella lenta、
Eubacterium eligens、E. rectale ATCC 33656、 Fusobacterium nucleatum susp. 
nucleatum ATCC 25586、 Lactobacillus casei BL23、Roseburia hominis および
Ruminococcus albus を対照菌株として追加した。また、オーソログの割り当てには、bi-
directional best hit 法を使用した。 
 
4.2.7 各種腸内細菌の L-ソルボースおよびキシリトールの資化性 
ヒト消化管から見出される細菌 24属 67菌種 73株を対象に L-ソルボースおよびキシリ
トールの資化性を調べた（Table 4-6）。素材の資化性は、L-ソルボースおよびキシリトー
ルを炭素源として培養した際の糖質からの有機酸産生量を基に評価した。各種菌株を 1%
グルコース添加-変法 GAM 培地により窒素ガス飽和下で 37℃、24 時間から 48 時間培養
した。培養後、培養液の一部を PYA 培地、0.5% L-ソルボースもしくはキシリトールを添
加した PYA 培地（PYAS および PYAX）培地 4 ml にそれぞれ 1%接種し、炭酸ガス飽和
下で 37℃、24 時間嫌気培養した。培養後の培養液中の有機酸濃度を 2.2.1 に示した方法
に従い、イオン排除 HPLC により測定した。各菌株による L-ソルボースおよびキシリト
ールからの有機酸産生量は以下に従って算出した。 
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最初に 1 次スクリーニングとして、2 名の健常成人 B および E から採取した糞便を用




りも高い値を示した（Fig. 4-1）。続いて、糞便提供者を 5 名（A～E）に増やした 2 次ス
クリーニングにおいて、上記 4 種類の糖質ならびに代表的なプレバイオティクスである
FOS および GOS からの酪酸産生量を評価した。FOS および GOS は全ての糞便培地で、
糖質を加えない対照と比較して短鎖脂肪酸全般、特に酢酸の産生を促進した（Fig. 4-2）。
L-ソルボースは、全ての培地において酪酸濃度を 20 mM 以上まで到達させた。キシリト













S1 から S7 までのバンド強度が増加した（Fig. 4-3）。これらのバンドを切り出し、塩基配
列を調べて BLAST 検索を行った結果、バンド S1、S5、S6 および S7 は、Anaerostipes 
hadrus DSM 3319Tと、バンド S3 は A. caccae DSM 14662Tと 99%以上の相同性を示し
た。糞便提供者 A および B の培地におけるバンド S2 および S4 は、Ruminococcus obeum
と 98%以上の相同性を示した。 
キシリトールの添加では、L-ソルボースと同様にバンド X3、X4 および X6 が A. hadrus 
DSM 3319Tと、バンド X2 は A. caccae DSM 14662Tと 98%以上の相同性を示した（Fig. 
4-3）。キシリトールは、Bacteroides plebeius M14 および Eubacterium contortum とそれ




提供者 C および E から採取した糞便希釈液を、L-ソルボースもしくはキシリトールを唯
一の炭素源として添加した PY 液体培地に接種し、各基質を資化して増殖する菌を集積培養
した。培養液をそれぞれ同じ組成の平板培地に播種し、培養後に平板上に生育したコロニー
を分離した。L-ソルボースを添加した PYS平板培地により、提供者 C から 3 個のコロニー
を、提供者 E から 6 個のコロニーを分離した。また、キシリトールを添加した PYX 平板培
地により、提供者 C から 7 個のコロニーを、提供者 E から 4 個のコロニーを分離した。こ
れらのコロニーのうち、提供者 C の PYS平板培地から 1 株が、提供者 E 由来の PYS およ
びPYX平板培地から同一の 1株が、PYSおよびPYX液体培地中で酪酸産生活性を示した。
これら分離株をそれぞれ YIT 12354（提供者 C 由来）および YIT 12355（提供者 E 由来）
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た結果、両菌株はいずれも Clostridium クラスターXIVa 中の A. hadrus DSM 3319Tと同
じサブクラスターに入り、これら 3 菌株は互いに 99.8%以上の相同性を示した（Fig. 4-4）。
分離株 2 株と A. hadrus DSM 3319Tについて、表現型および生化学的性状を比較した。こ
れら 3 菌株は全てグラム陽性の桿菌であり、DNA の GC 含量は約 37%、D-乳酸の利用性が
陽性であった（Table 4-2）。さらに、各種酵素活性および糖発酵性が 3 株の間で類似してい
たことから、YIT 12354 および YIT 12355 を A. hadrus と同定した。 
 
4.3.4 糞便培養液中における腸内細菌叢の定量解析 
糞便培養液中の A. hadrus の菌数を定量するため、新たに本菌に対する菌種特異的プラ
イマーを設計した（Table 4-3）。各種腸内細菌から抽出した DNA を鋳型に、PCR によりプ
ライマーの特異性を調べた結果、標的とする A. hadrus 3 菌株の DNA を鋳型にしたときの
み増幅産物が得られた（Table 4-4）。L-ソルボースおよびキシリトールを添加した糞便培養
液中の細菌叢について、菌群および菌種特異的プライマ （ーTable 4-3）を用いた定量的 PCR
法により解析した。その結果、全ての提供者において、L-ソルボースおよびキシリトールの
添加により、対照と比較して A. hadrus および A. caccae の菌数が有意に増加した（Table 
4-5, p<0.01）。糞便培養 A では、キシリトールの添加により Bacteroides fragilis グループ
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4.3.5 各種腸内細菌による L-ソルボースおよびキシリトールの資化性 
本研究で分離した細菌株、A. caccae YIT 12352 および YIT 12353、A. hadrus YIT 12354
および YIT 12355 の 4 株を含む、ヒト消化管から見出される細菌 24 属 67 菌種 73 株につ
いて、L-ソルボースおよびキシリトールの資化性を調べた。L-ソルボースおよびキシリトー
ルを炭素源とする酢酸添加 PY 培地により各種菌株を培養し、両基質からの有機酸産生量を
もとに資化性を評価した。その結果、L-ソルボースから Blautia coccoides YIT 6035Tおよ
び Lactobacillus rhamnosus YIT 0105Tがそれぞれ酢酸および乳酸を産生する活性を示し
たが、酪酸は Anaerostipes 属細菌によって産生された（Fig. 4-5）。また、その際、酢酸の



























これまでに、ヒト大腸内の環境を模した in vitro 嫌気培養システムにより、キシリトール
が酪酸の産生を促進することが報告されているが[70]、どのような菌がその産生に関与して
いるかは明らかにされていない。本研究では、A. hadrus 2 株をヒト糞便から分離し、これ
らの株がキシリトールだけでなく L-ソルボースも資化し、酪酸を主要な代謝産物として産
生することを明らかにした（Table 4-1）。その際、両菌株は酢酸を消費したことから、Butyryl 
coenzyme A (CoA):acetate CoA transferase（Fig. 2-4）を有していると考えられた。ヒト消
化管から見い出される各種腸内細菌を対象に、L-ソルボースおよびキシリトールの資化性を
調べた結果、両者とも Anaerostipes 属細菌によって酪酸産生の基質として利用されること
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れた。一方で、提供者 A の糞便培養液においてはキシリトール添加で Anaerostipes 属細菌
も増加しており（Table 4-5）、B. plebeius との間で基質の競合が起こっていたと推測され
た。以上の結果は、キシリトールから酪酸もしくはプロピオン酸のいずれが産生されるかは、
個人の腸内菌叢構成の違いならびに構成菌の基質との親和性が影響すると考えられた。一







A. caccae DSM 14662Tおよび A. hadrus DSM 3319Tのドラフトゲノム配列から予測さ
れる遺伝子のアミノ酸配列を用いて、L-ソルボースおよびキシリトールの代謝経路を推測し
た。その結果、A. caccae DSM 14662T は、キシリトールを L-iditol (sorbitol) 2-
dehydrogenase（SorD）によりキシルロースに酸化し、続いてペントースリン酸経路を介
して解糖系へと代謝していると考えられた（Fig. 4-7）。一方、A. hadrus DSM 3319Tから
は SorD が見出されず、キシリトールの資化能を示さない表現型と矛盾のない結果であっ
た。 
L-ソルボースは、A. caccae DSM 14662T において、1) 細胞膜上の輸送体である
phosphoenolpyruvate-dependent L-sorbose-specific phosphotransferase system（PTS）
[88-90]によって取り込まれると同時にソルビトールへの酸化とリン酸化を受けて解糖系に
入る、もしくは、2) ソルビトール脱水素酵素および SorD により L-ソルボースから D-ソル
ビトールを介して D-フルクトースまで変換されて解糖系に入ると推測された。一方、A. 
hadrus DSM 3319Tのゲノム上からは PTSおよびソルビトール脱水素酵素は見出されず、





ヨーロッパ人を対象とした腸内細菌叢のメタゲノム解析では、9 割以上のヒトで A. 
hadrus が菌叢全体のゲノムの 10%以上をカバーしていることが知られており、本菌が腸内
における優勢菌種の一つであることが明らかとなっている[1]。細菌の 16S rRNA 遺伝子を
標的とした FISH 法による解析では、A. hadrus は 10 名中 8 名（80%）の糞便から菌数に
して糞便乾燥重量 1 g あたり 108.5～109.5個検出されている[49]。本研究においても、5 名中
4 名（80%）の糞便培養液から検出され、糞便 1 g 換算では 109.2-109.8個であった（Table 4-
5）。一方、A. caccae は 60%の日本人から糞便 1 g あたり 107.2個で検出されている（Table 
2-6）。FISH法を用いたヨーロッパ人の腸内菌叢の解析では A. caccae は検出されていない
が、基準株である A. caccae DSM 14662Tはヨーロッパにおいて分離、登録されている。こ
れらの結果は、A. hadrus および A. caccae が食習慣や遺伝的背景の異なるヒトでも広く分














Fig. 4-1. Pre-screening of 22 LDCs that promoted butyrate formation in in vitro fecal culture.  
Butyrate concentration after 24 h fermentation in in vitro fecal culture with 0.2% (w/v) of 
each LDC. Cultures were prepared from fecal samples collected from two healthy males 
(donors B and E). The dashed line indicates butyrate concentration (8.7 mM) in the culture 
supplemented with GOS that gave the highest value among representative prebiotics (five 




































Fig. 4-2. Concentrations of short-chain fatty acids (SCFA) after 24 h of fermentation of six 
low-digestible carbohydrates (LDCs) in in vitro fecal culture.  
Fecal suspensions from five healthy donors (A to E) were anaerobically incubated with 
0.5% of LDCs. The vertical axis indicates fecal cultures prepared from five donors. Horizontal 
bars and error bars indicate means and standard deviations, respectively, from triplicate 
cultures. Succinate and lactate were not detected in any of the cultures. Formate is not shown 
because it was either not detected or was detected only in trace amounts. Asterisks indicate 
significant differences from the control (*p < 0.05 and **p < 0.01) by Dunnett’s multiple range 
test. 



























































































































Fig. 4-3. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) profiles of PCR amplicons of 
bacterial 16S rRNA partial gene fragments in fecal cultures supplemented with L-sorbose or 
xylitol. +, culture supplemented with L-sorbose or xylitol; ‒, culture without substrate.  
Arrows indicate bands intensified by substrate supplementation; bands are labeled S1 to 
S7 for L-sorbose and X1 to X6 for xylitol. The best BLAST hit species for bands S1 (100% 
identity, accession no. LC146676), S5 (99%, LC146680), S6 (100%, LC146681), S7 (99%, 
LC146682), X3 (99%, LC146685), X4 (98%, LC146686), and X6 (99%, LC146688) was 
Anaerostipes hadrus DSM 3319T (FR749934). Bands S3 (LC146678) and X2 (LC146684) 
were associated (99% and 98% identity, respectively) with A. caccae DSM 14662T 
(AJ270487); bands S2 (LC146677) and S4 (LC146679) with Ruminococcus obeum (X85101) 
(99% and 98% identity, respectively); band X1 with Bacteroides plebeius M14 (AB200218) 
(100% identity, accession no. LC146683); and band X5 with Eubacterium contortum 




Table 4-1. Organic acid production from L-sorbose or xylitol by fecal isolates. 
 
Values are expressed as means ± SD obtained from triplicate cultures. Succinate and propionate are not shown 
because they were detected only in trace amounts. Values were calculated by subtracting the values for uninoculated 
broth from those for inoculated broth after 24 h of incubation. PYA, PY broth supplemented with 33 mM sodium acetate; 
PYAG, PYA broth supplemented with 0.5% of glucose, PYAS, PYA broth supplemented with 0.5% of L-sorbose; PYAX, 
PYA broth supplemented with 0.5% of xylitol. One-way analysis of variance followed by Tukey’s multiple comparison 
test was used to identify significant differences between substrates. Values with different alphabets were significantly 




 Bacterial strain Medium
  Strain YIT 12354 PYA -0.60 ± 0.01 0.28 ± 0.01 -2.69 ± 0.22 3.69 ± 0.22
PYAG 3.84 ± 0.13
a 21.70 ± 0.50
a -11.96 ± 0.32
a 26.99 ± 0.23
a
PYAS 3.67 ± 0.04
a 13.36 ± 0.24
b -17.19 ± 0.31
b 26.72 ± 0.02
a
PYAX 2.22 ± 0.12
b 18.58 ± 0.90
c -30.73 ± 0.10
c 31.30 ± 0.26
b
  Strain YIT 12355 PYA -0.63 ± 0.01 0.36 ± 0.06 -2.13 ± 0.62 3.77 ± 0.15
PYAG 0.01 ± 0.13
a 18.41 ± 0.92
a -17.22 ± 0.54
a 32.99 ± 0.59
a
PYAS -0.03 ± 0.04
a 9.98 ± 0.69
b -22.24 ± 0.81
b 31.76 ± 0.55
a
PYAX 0.61 ± 0.12
b 13.39 ± 2.20
b -30.22 ± 0.78
c 30.97 ± 1.18
a






Fig. 4-4. Phylogenetic tree showing the relationship between fecal isolates (red and bold, YIT 
12354 and YIT 12355) and their related bacterial species.  
The tree was constructed by using the neighbor-joining method based on 16S rRNA gene 
sequences (about 1,340 bp). Bootstrap values (1,000 replicates) above 50% are shown at 
branching nodes. Scale bar indicates 5% sequence divergence. 
  
Eubacterium eligens ATCC 27750T (L34420)  
Clostridium polysaccharolyticum DSM 1801T (X77839)
Eubacterium hallii ATCC 27751T (L34621)
Clostridium aminovalericum DSM 1283T (X73436)
Eubacterium ruminantium ATCC 17233T (AB008552)  
Eubacterium xylanophilum ATCC 35991T (L34628)
Eubacterium ventriosum ATCC 27560T (L34421)
Eubacterium uniforme ATCC 35992T (L34626)
Clostridium indolis DSM 755T (Y18184)  
Clostridium xylanolyticum DSM 6555T (X76739)  
Clostridium nexile DSM 1787T (X73443)  
Ruminococcus gnavus ATCC 29149T (D14136)  
Eubacterium contortum ATCC 125540T (L34615)
Clostridium oroticum ATCC 13619T (M59109)  
Clostridium symbiosum ATCC 14940T (M59112)
Clostridium clostridioforme ATCC 25537T (M59089)  
Ruminococcus obeum ATCC 29174T (X85101)  
Eubacterium rectale ATCC 33656T (L34627)
Roseburia faecis DSM 16840T (AY305310)
Roseburia intestinalis DSM 14610T (AJ312385)
Roseburia hominis DSM 16839T (AJ270482)
Eubacterium ramulus ATCC 29099T (L34623)
Roseburia inulinivorans DSM 16841T (AJ270473)
Blautia coccoides ATCC 29236T (M59090)  
Blautia producta ATCC 27340T (X94966)  
Anaerostipes butyraticus DSM 22094T (FJ947528)  
Eubacterium limosum ATCC 8486T (M59120)  
Faecalibacterium prausnitzii ATCC 27768T (X85022)  
Ruminococcus albus JCM 14654T (AB538438)  
Ruminococcus callidus ATCC 27760T (L76596)  
Ruminococcus bromii ATCC 27255T (L76600)  
Clostridium leptum DSM 753T (AJ305238)  
Anaerostipes caccae L1 (AB243985)  
Anaerostipes caccae L2 (AB243986)  
Anaerostipes caccae DSM 14662T (AJ270487)  
Anaerostipes rhamnosivorans (JX273468)  
Anaerostipes sp. IE4 (AY960568)  
YIT 12355 (AB586148)  
YIT 12354 (AB586147)  
Butyrate-producing bacterium SS2/1 (AY305319)  
Butyrate-producing bacterium SSC/2 (AY305320)  
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Table 4-2. Phenotypic and biochemical characteristics of strains YIT 12355 and YIT 12354 
and Anaerostipes hadrus DSM 3319T 
 
+, positive; –, negative; w, weak. Data were based on the duplicate test. A; acetate, B; 
butyrate, F; formate, L; lactate.  
a Data were taken from Allen-Vercoe et al., 2012 [91]. All strains gave negative results for: 
esterase lipase (C8), lipase (C14), a-chymotrypsin, trypsin, a-galactosidase, -glucuronidase, 
-glucosidase, N-acetyl--glucosaminidase, a-mannosidase, a-fucosidase, urease, arginine 





D,L-Lactate utilization + (D) + (D) + (D)
Major products from glucose B, L, A, F B, L, A, F B, L, F, A






Acid phosphatase + + +
Alkaline phosphatase + + -
Esterase (C4) - + +
Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase + + +
-Galactosidase + + +
-Galactosidase-6-phosphate - - +
a-Glucosidase w w -
Indole production + + +
Arginine arylamidase w w w
Leucylglycine arylamidase - - w
Phenylalanine arylamidase - - w
Histidine arylamidase + + +
Serine arylamidase w w w
D-Mannitol + + +
Lactose + + +
Sucrose + + +
Maltose w + w
Salicin - + +
D-Xylose + + +
L-Arabinose + + +
Aesculin - + -
Glycerol - w -
D-Cellobiose - w -
D-Mannose + + +
D-Raffinose w - -
D-Sorbitol + + +
L-Rhamnose - + -
  Substrate utilization
Characteristic YIT 12354 YIT 12355
  Acetate utilization
  Enzyme activity
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decarboxylase, nitrate reductase, cysteine arylamidase, proline arylamidase, leucine 
arylamidase, pyroglutamic acid arylamidase, tyrosine arylamidase, alanine arylamidase, 
glycine arylamidase, glutamylglutamic acid arylamidase, valine arylamidase, and catalase. 






Table 4-3. Oligonucleotide primers used in this study 
 
DNAs extracted from Anaerostipes caccae YIT 10168T (=DSM 14662T), A. hadrus YIT 12355, Bacteroides vulgatus YIT 6159T (=ATCC 8482T), 
Bifidobacterium longum subsp. suis YIT 4082T (=JCM 1269T), Blautia producta YIT 6141T (=JCM 1471T), Faecalibacterium prausnitzii YIT 6174 
(=ATCC 27766), and Lactobacillus gasseri YIT 0192T (=DSM 20243T) were used as standards for qPCR.
   Target species   Primer Product size
        or group    name (bp)
Anaerostipes caccae s-Acac-F GTCGAACGAAGCATTTAGGATT
s-Acac-R ACCATCCTATACTGCCAGG
A. hadrus s-Ahad-F AGGGCTTAACTCTGGGAC
s-Ahad-R GGTTAAGGACCGGTCAGAA




Clostridium coccoides  group g-Ccoc-F AAATGACGGTACCTGACTAA
g-Ccoc-R CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA








55 188 This study
55 405 This study
50 501 Matsuki et al. , 2004 [23]
55 549-563 Matsuki et al. , 2004 [23]
50 438-441 Matsuki et al. , 2004 [23]
50 239 Matsuki et al. , 2004 [23]
55 194 Dubernet et al. , 2002 [92]
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Table 4-4. Specificity test of designed primers for Anaerostipes hadrus 
 
1 In addition, negative PCR results were obtained for the following bacterial species: 
Acidaminococcus fermentans YIT 6071T (=GIFU 7844T), Bacteroides caccae YIT 10226T (=JCM 
9498T), Bacteroides fragilis YIT 6158T (=DSM 2151T), Bacteroides ovatus YIT 6161T (=JCM 5824T), 
Bacteroides thetaiotaomicron YIT 6163T (=JCM 5827T), Bifidobacterium catenulatum YIT 4016T 
(=ATCC 27539T), Bifidobacterium longum subsp. longum YIT 4021T (=ATCC 15707T), Blautia 
coccoides YIT 6035T (=JCM 1395T), Blautia producta YIT 6141T (=ATCC 27340T), Clostridium 
aminophilum YIT 6167T (=DSM 10710T), Clostridium cocleatum YIT 6036T (=JCM 1397T), 
Clostridium indolis YIT 10077T (=DSM 755T), Clostridium innocuum YIT 10151T (=ATCC 14501T), 
Clostridium leptum YIT 6169T (=DSM 753T), Clostridium perfringens YIT 6050T (=JCM 1290T), 
Clostridium ramosum YIT 10062T (=JCM 1298T), Clostridium symbiosum YIT 11480T (=ATCC 
14940T), Collinsella intestinalis YIT 10051T (=JCM 10643T), Collinsella stercoris YIT 10052T (=JCM 
















YIT 12352 (=strain L1) –
YIT 12353 (=strain L2) –




















































































25559T), Enterococcus faecalis YIT 2031T (=ATCC 19433T), Enterococcus faecium YIT 2032T 
(=ATCC 19434T), Enterobacter intermedius YIT 6038T (=ATCC 33110T), Escherichia coli YIT 6044T 
(=JCM 1649T), Eubacterium biforme YIT 6076T (=ATCC 27806T), Eubacterium cylindroides YIT 
10236T (=DSM 3983T), Eubacterium dolichum YIT 10081T (=DSM 3991T), Eubacterium siraeum YIT 
10049T (=DSM 3996T), Eubacterium tortousum YIT 10348T (=DSM 3987T), Eubacterium ventriosum 
YIT 10066T (=ATCC 27560T), Fusobacterium varium YIT 11855T (=DSM 19868T), Lactobacillus 
acidophilus YIT 0070T (=ATCC 4356T), Lactobacillus gasseri YIT 0192T (=DSM 20243T), 
Peptostreptococcus anaerobius YIT 10025T (=GIFU 7882T), Prevotella malaninogenica YIT 6039T 
(=ATCC 25845T), Proteus mirabilis YIT 6047T (=ATCC 29906T), Romboutsia lituseburense YIT 
10059T (=JCM 1404T), Ruminococcus albus YIT 6083T (=JCM 14654T), Ruminococcus gnavus YIT 
6176T (=ATCC 29149T), Ruminococcus lactaris YIT 10225T (=ATCC 29176T), Veillonella ratii YIT 
10065T (=DSM 20736T), Veillonella paruvula YIT 6072T (=ATCC 10790T) 




Table 4-5. Bacterial counts, as determined by DAPI or qPCR, in fecal cultures 
 
1 Values are expressed as means obtained from triplicate cultures. 
2 Total bacteria were determined by DAPI count. Bacterial species and groups were enumerated by qPCR. The detection limit by 
qPCR was 5.0 log10 cells/ml culture. Asterisks indicate significant difference from control (**p < 0.01) by Dunnett’s multiple range 
test. 
 
A Control 9.79 6.87 8.16 8.59 9.32 9.52 8.25 6.92
L-Sorbose 9.84 8.72 ** 9.26 ** 8.61 9.35 9.91 ** 8.04 ** 6.90
Xylitol 10.01 ** 7.03 ** 8.59 ** 9.16 ** 9.35 9.66 ** 8.20 6.95
B Control 9.70 7.26 < 5.0 8.80 9.49 9.74 8.58 6.29
L-Sorbose 9.81 9.09 ** < 5.0 8.71 9.42 9.93 ** 8.32 ** 6.34
Xylitol 9.96 9.07 ** < 5.0 8.77 9.49 10.07 ** 8.51 6.33
C Control 10.39 < 5.0 8.63 7.74 9.62 9.89 8.96 6.62
L-Sorbose 10.36 < 5.0 9.44 ** 7.62 9.47 9.98 8.82 6.56
Xylitol 10.37 < 5.0 9.19 ** 7.63 9.53 9.97 8.90 6.59
D Control 10.26 < 5.0 8.75 7.49 9.05 10.03 9.05 7.14
L-Sorbose 10.30 < 5.0 9.54 ** 7.21 * 8.93 10.05 8.98 6.99
Xylitol 10.37 < 5.0 9.08 ** 7.32 9.00 10.06 9.08 7.14
E Control 10.00 < 5.0 8.43 8.85 6.39 9.75 8.07 < 5.0
L-Sorbose 10.02 < 5.0 9.67 ** 8.94 6.47 10.14 ** 7.98 ** < 5.0
Xylitol 10.01 < 5.0 9.32 ** 8.89 6.37 10.01 ** 8.13 ** < 5.0
Donor Substrate















Table 4-6. Bacterial strains used in this study 
No. Bacterial species Registration No. 
1 Acidaminococcus fermentans YIT 6071T ATCC 25085T 
2 Anaerostipes caccae YIT 10168T DSM 14662T 
3 Anaerostipes caccae YIT 12352 - 
4 Anaerostipes caccae YIT 12353 - 
5 Anaerostipes hadrus YIT 10092T DSM 3319T 
6 Anaerostipes hadrus YIT 12354 - 
7 Anaerostipes hadrus YIT 12355 - 
8 Atopobium minutum YIT 0194 VPI 9953 
9 Bacteroides fragilis YIT 6158T ATCC 25285T 
10 Bacteroides ovatus YIT 6161T ATCC 8483T 
11 Bacteroides uniformis YIT 6164T JCM 5828T 
12 Bacteroides vulgatus YIT 6159T ATCC 8482T 
13 Bifidobacterium adolescentis YIT 4011T ATCC 15703T 
14 Bifidobacterium angulatum  YIT 4012T ATCC 27535T 
15 Bifidobacterium bifidum YIT 4039T DSM 20456T 
16 Bifidobacterium breve YIT 4014T ATCC 15700T 
17 Bifidobacterium catenulatum YIT 4016T ATCC 27539T 
18 Bifidobacterium longum subsp. infantis YIT 4018T ATCC 15697T 
19 Bifidobacterium longum subsp. longum YIT 4021T ATCC 15707T 
20 Bifidobacterium pseudocatenulatum  YIT 4072T JCM 1200T 
21 Blautia coccoides YIT 6035T JCM 1395T 
22 Blautia producta YIT 6141T JCM 1471T 
23 Clostridium clostridioforme YIT 6051T JCM 1291T 
24 Clostridium leptum YIT 6169T DSM 753T 
25 Clostridium orbiscindens YIT 10060T DSM 6740T 
26 Collinsella aerofaciens YIT 10235T DSM 3979T 
27 Coprococcus catus YIT 11484T ATCC 27761T 
28 Desulfovibrio desulfuricans  YIT 11232T DSM 642T 
29 Eggerthella lenta YIT 6077T ATCC 25559T 
30 Enterococcus faecalis YIT 2031T ATCC 19433T 
31 Enterococcus faecium YIT 2032T ATCC 19434T 








Table 4-6 Continued 
No. Bacterial species Registration No. 
33 Eubacterium cylindroides YIT 10236T DSM 3983T 
34 Eubacterium dolichum YIT 10081T DSM 3991T 
35 Eubacterium hallii YIT 10064T DSM 3353T 
36 Eubacterium limosum YIT 6067T JCM 6421T 
37 Eubacterium rectale YIT 6082T ATCC 33656T 
38 Eubacterium ventriosum YIT 10066T ATCC 27560T 
39 Feacalibacterium prausnitzii YIT 6174 ATCC 27766 
40 Fusobacterium gonidiaformans YIT 6079T ATCC 25563T 
41 Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum YIT 10343T JCM 3718T 
42 Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum YIT 6069T JCM 8532T 
43 Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum YIT 10351T DSM 20482T 
44 Fusobacterium varium YIT 11855T JCM 3722T 
45 Lactobacillus acidophilus  YIT 0070T ATCC 4356T 
46 Lactobacillus casei  YIT 0180T ATCC 334T 
47 Lactobacillus fermentum  YIT 0081T ATCC 14931T 
48 Lactobacillus gasseri  YIT 0192T DSM 20243T 
49 Lactobacillus helveticus  YIT 0083T ATCC 15009T 
50 Lactobacillus johnsonii  YIT 0219T JCM 2012T 
51 Lactobacillus plantarum  YIT 0102T ATCC 14917T 
52 Lactobacillus reuteri  YIT 0197T JCM 1112T 
53 Lactobacillus rhamnosus  YIT 0185 - 
54 Lactobacillus salivarius YIT 0104T ATCC 11741T 
55 Lactobacillus zeae  YIT 0078 ATCC 393T 
56 Megasphaera elsdenii YIT 6063T JCM 1772T 
57 Parabacteroides distasonis YIT 6162T JCM 5825T 
58 Prevotella intermedia YIT 6130T JCM 11150T 
59 Prevotella melaninogenica YIT 6039T ATCC 25845T 
60 Roseburia faecis YIT 11921T DSM 16840T 
61 Roseburia hominis YIT 11920T DSM 16839T 
62 Roseburia intestinalis YIT 10172T DSM 14610T 
63 Roseburia iulinivorans YIT 11922 DSM 16841T 
64 Ruminococcus bromii YIT 6078T ATCC 27255T 
65 Ruminococcus gnavus YIT 6176T ATCC 29149T 






Table 4-6 Continued 
No. Bacterial species Registration No. 
67 Streptococcus mitis YIT 2069T GIFU 12458T 
68 Streptococcus salivarius YIT 10260T JCM 5707T 
69 Streptococcus sobrinus YIT 2064T ATCC 33478T 
70 Veillonella atypica YIT 6081T ATCC 17744T 
71 Veillonella dispar YIT 6080T ATCC 17748T 
72 Veillonella parvula YIT 6072T GIFU 7884T 
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Acidaminococcus fermentans YIT 6071T
Anaerostipes caccae YIT 10168T
Anaerostipes caccae YIT 12352
Anaerostipes caccae YIT 12353
Anaerostipes hadrus YIT 10092T
Anaerostipes hadrus YIT 12354
Anaerostipes hadrus YIT 12355
Atopobium minutum YIT 0194T
Bacteroides fragilis YIT 6158T
Bacteroides ovatus YIT 6161T
Bacteroides uniformis YIT 6164T
Bacteroides vulgatus YIT 6159T
Bifidobacterium adolescentis YIT 4011T
Bifidobacterium angulatum YIT 4012T
Bifidobacterium bifidum YIT 4039T
Bifidobacterium breve YIT 4014T
Bifidobacterium catenulatum YIT 4016T
Bifidobacterium longum subsp. infantis YIT 4018T
Bifidobacterium longum subsp. longum YIT 4021T
Bifidobacterium pseudocatenulatum YIT 4072T
Blautia coccoides YIT 6035T
Blautia producta YIT 6141T
Clostridium clostridioforme YIT 6051T
Clostridium leptum YIT 6169T
Clostridium orbiscindens YIT 10060T
Collinsella aerofaciens YIT 10235T
Coprococcus catus YIT 11484T
Desulfovibrio desulfuricans YIT 11232T
Eggerthella lenta YIT 6077T
Enterococcus faecalis YIT 2031T
En erococcus faecium YIT 2032T
Escherichia coli YIT 6044T
Eubacterium cylindroides YIT 10236T
Eub cterium dolichum YIT 10081T
Eubacterium hallii YIT 10064T
Eub cterium limosum YIT 6067T
Eub cterium rectale YIT 6082T
Eub cterium ventriosum YIT 10066T
Faecalibacterium prausnitzii YIT 6174
Fusobacterium gonidiaformans YIT 6079T
Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum YIT 10343T
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum YIT 6069T
Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum YIT 10351T
Fusobacterium varium ATCC 8501T
Lactobacillus acidophilus YIT 0070T
Lactobacillus casei YIT 0180T
Lactobacillus fermentum YIT 0081T
Lactobacillus gasseri YIT 0192T
Lactobacillus helveticus YIT 0083T
Lactobacillus johnsonii YIT 0219T
Lactobacillus plantarum YIT 0102T
Lactobacillus reuteri YIT 0197T
Lactobacillus rhamnosus YIT 0105T
Lactobacillus salivarius YIT 0104T
Lactobacillus zeae YIT 0078
Megasphaera elsdenii YIT 6063T
Par bacteroides distasonis YIT 6162T
Prevotella intermedia YIT 6130T
Prevotella melaninogenica YIT 6039T
Roseburia faecis YIT 11921T
Roseburia hominis YIT 11920T
Roseburia intestinalis YIT 10172T
Roseburia inulinivorans YIT 11922T
Rumi ococcus bromii YIT 6078T
Rum ococcus lactaris YIT 10225T
Rumi ococcus gnavus YIT 6176T
Streptococcus mitis YIT 2069T
Streptococcus salivarius YIT 10260T
Streptococcus sobrinus YIT 2064T
Veillo ella atypica YIT 6081T
Veillo ella disper YIT 6080T
Veillo ella paruvula YIT 6072T
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Acidaminococcus fermentans YIT 6071T
Anaerostipes caccae YIT 10168T
Anaerostipes caccae YIT 12352
Anaerostipes caccae YIT 12353
Anaerostipes hadrus YIT 10092T
Anaerostipes hadrus YIT 12354
Anaerostipes hadrus YIT 12355
Atopobium minutum YIT 0194T
Bacteroides fragilis YIT 6158T
Bacteroides ovatus YIT 6161T
Bacteroides uniformis YIT 6164T
Bacteroides vulgatus YIT 6159T
Bifidobacterium adolescentis YIT 4011T
Bifidobacterium angulatum YIT 4012T
Bifidobacterium bifidum YIT 4039T
Bifidobacterium breve YIT 4014T
Bifidobacterium catenulatum YIT 4016T
Bifidobacterium longum subsp. infantis YIT 4018T
Bifidobacterium longum subsp. longum YIT 4021T
Bifidobacterium pseudocatenulatum YIT 4072T
Blautia coccoides YIT 6035T
Blautia producta YIT 6141T
Clostridium clostridioforme YIT 6051T
Clostridium leptum YIT 6169T
Clostridium orbiscindens YIT 10060T
Collinsella aerofaciens YIT 10235T
Coprococcus catus YIT 11484T
Desulfovibrio desulfuricans YIT 11232T
Eggerthella lenta YIT 6077T
En erococcus faecalis YIT 2031T
En erococcus faecium YIT 2032T
Escherichia coli YIT 6044T
Eub cterium cylindroides YIT 10236T
Eub cterium dolichum YIT 10081T
Eub cterium hallii YIT 10064T
Eub cterium limosum YIT 6067T
Eub cterium rectale YIT 6082T
Eub cterium ventriosum YIT 10066T
Faecalibacterium prausnitzii YIT 6174
Fusobacterium gonidiaformans YIT 6079T
Fusobacterium necrophorum subsp. necrophorum YIT 10343T
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum YIT 6069T
Fusobacterium nucleatum subsp. polymorphum YIT 10351T
Fusobacterium varium ATCC 8501T
Lactobacillus acidophilus YIT 0070T
Lactobacillus casei YIT 0180T
Lactobacillus fermentum YIT 0081T
Lactobacillus gasseri YIT 0192T
Lactobacillus helveticus YIT 0083T
Lactobacillus johnsonii YIT 0219T
Lactobacillus plantarum YIT 0102T
Lactobacillus reuteri YIT 0197T
Lactobacillus rhamnosus YIT 0105T
Lactobacillus salivarius YIT 0104T
Lactobacillus zeae YIT 0078
Megasphaera elsdenii YIT 6063T
Parabacteroides distasonis YIT 6162T
Prevotella intermedia YIT 6130T
Prevotella melaninogenica YIT 6039T
Roseburia faecis YIT 11921T
Roseburia hominis YIT 11920T
Roseburia intestinalis YIT 10172T
Roseburia inulinivorans YIT 11922T
Rum ococcus bromii YIT 6078T
Rumi ococcus lactaris YIT 10225T
Rum ococcus gnavus YIT 6176T
Streptococcus mitis YIT 2069T
Streptococcus salivarius YIT 10260T
Streptococcus sobrinus YIT 2064T
Veillo ella atypica YIT 6081T
Veillo ella disper YIT 6080T
Veillo ella paruvula YIT 6072T

























































































Fig. 4-7. Predicted pathways of L-sorbose and xylitol metabolism in Anaerostipes spp.  
Enzymes found in A. hadrus DSM 3319T or A. caccae DSM 14662T, are indicated by red 
or blue arrows, respectively. i) L-iditol (sorbitol) 2-dehydrogenase, ii) xylulokinase, iii) D-
ribulose 5-phosphate epimerase, iv) D-sorbitol dehydrogenase, v) L-sorbose PTS permease, 
vi) L-sorbose 1-phosphate reductase, vii) sorbitol-6-phosphate 2-dehydrogenase, viii) D-
sorbitol PTS permease, ix) fructokinase. 
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Eubacterium aggregans、E. barkeri、E. hallii、E. limosum、Clostridium butyricum、
Megasphaera elsdenii および Coprococcus catus の 8 菌種が当該活性を示した。これらの
うち、A. caccae、E. hallii、E. aggregans、E. limosum および M. elsdenii が活性を示すこ
とは既に報告されているが[36, 46-48]、E. barkeri、Cl. butyricum および Co. catus の活性
については本研究によって初めて明らかとなった。さらに、16S rRNA 遺伝子を標的とする
菌種特異的プライマーを用いた定量的 PCR 法により、これらの菌群のヒトにおける分布を
調べた。その結果、A. caccae、E. hallii、E. limosum、M. elsdenii および Co. catus の 5
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菌種が乳酸を酪酸に変換する主要な菌としてヒト腸内に存在することがわかった。これら




Bifidobacterium breve YIT 10001 を共培養した。その結果、2 菌の協働作用によって GOS
から乳酸を介して酪酸が生成した。さらに、ヒト糞便から分離した A. caccae YIT 12353 と
GOS をラットに共投与した結果、内在性のビフィズス菌が増加するとともに酪酸の産生が
亢進したことから、腸内でビフィズス菌と A. caccae との代謝協働により GOS から酪酸が
産生されたと考えられた。これまでに、反芻胃動物由来の M. elsdenii が、ラットの腸内で
乳酸を酪酸に変換する活性を持つことが示唆されているが[65]、ヒト由来の主要な腸内細菌
の活性を示したのは本研究が初めてである。近年、ヒト由来の酪酸産生菌である









デルを用いた in vitro 試験により、キシリトールが酪酸の産生を促進することが報告されて
いたが[69]、L-ソルボースの活性については本研究で初めて明らかとなった。変性剤濃度勾
配ゲル電気泳動法を用いて培養液中の細菌叢を解析した結果、両基質からの酪酸の産生に
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伴って Anaerosipes hadrus および A. caccae に近縁な菌が増加することがわかった。また
実際に、L-ソルボースおよびキシリトールを含む培地を用い、両基質から酪酸を産生する菌
として A. hadrus 2 株をヒト糞便から分離した。さらに、これらの分離株を含む各種腸内細
菌株を対象に、L-ソルボースおよびキシリトールの資化性を調べた結果、両基質は







本研究により、L-ソルボースおよびキシリトールが、腸内の Anaerostipes 属細菌（A. 
hadrus および A. caccae）の代謝活性を亢進させて酪酸の産生を制御する、新規なプレバイ
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